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Das Nierenzellkarzinom (RCC) zählt in Deutschland zu den zehn am häufigsten vorkommenden Tumor-
entitäten. Während bei lokal begrenzten Tumoren eine operative Tumorresektion mit kurativer Zielset-
zung möglich ist, führt es im metastasierten Erkrankungsstadium unbehandelt binnen weniger Wochen 
zum Tod. Durch die Einführung der medikamentösen Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (z.B. 
Pembrolizumab, anti-PD-1-Antikörper oder Avelumab, anti-PD-L1-Antikörper), die gegen spezifi-
sche co-inhibitorische Rezeptoren auf Tumor- (PD-L1; engl.: programmed death ligand) oder Immun-
zellebene (PD-1; engl.: programmed death) gerichtet sind, konnte die Lebenserwartung der Patienten in 
diesem Stadium deutlich verlängert werden. Dabei profitiert ein Teil der Patienten jedoch nicht von der 
Therapie oder erleidet schwerwiegende immunvermittelte Nebenwirkungen. Verlässliche prädiktive Bi-
omarker für die Klinik wären in diesem Zusammenhang hilfreich.  
In dieser Arbeit wurde die Expression und die Regulation von PD-L1 durch Zytokine an verschiedenen 
Zelllinien des Nierenzellkarzinoms untersucht und überprüft, inwieweit die lösliche Form von PD-L1 
(sPD-L1) von den Zellen in den Zellüberstand abgegeben wird. Ergänzend wurde sPD-L1 im Serum 
von Patienten mit Nierentumor vor und nach Tumorresektion gemessen. An klarzelligen RCC Zelllinien 
(A498, CaKi-1, Cal54) zeigte sich die typische Induktion von PD-L1 durch Interferon-γ (IFN-γ). Diese 
ging mit einem Anstieg von sPD-L1 im Zellüberstand einher. Knock-down von PD-L1 durch siRNA 
(engl.: small interfering ribonucleic acid) führte zu einer Herabregulation von PD-L1, die von einem 
Abfall von sPD-L1 im korrespondierenden Zellüberstand begleitet war, was darauf hindeutet, dass RCC 
Zellen auch sPD-L1 sezernieren. An der untersuchten papillären RCC-Zelllinie (CaKi-2) zeigte sich 
eine konstitutive Expression von PD-L1, jedoch keine Induktion durch IFN-γ. Diese Daten weisen da-
rauf hin, dass die Expression und Regulation von PD-L1 mit Einfluss auf sezerniertes sPD-L1 an Zellen 
des Nierenzellkarzinoms unterschiedlich ist.  
Im Blut von Patienten mit RCC wurden heterogene Konzentrationen von sPD-L1 nachgewiesen. Inte-
ressanterweise zeigte sich ein signifikanter Anstieg von sPD-L1 nach Tumorresektion im Vergleich zu 
den „gepaarten“ Blutwerten vor Tumorresektion, was auf einen primär nicht vom Tumor abgeleiteten 
Ursprung von sPD-L1 im Blut hinweist. Weitere Analysen zeigten eine signifikante Korrelation von 
sPD-L1 mit dem Entzündungsmarker C-reaktives Protein (CRP). Ebenso wie sPD-L1 war dabei CRP 
erwartungsgemäß, bedingt durch den chirurgischen Eingriff, in den post- versus prä-Tumorresektions-
Proben erhöht. Ferner zeigt sich eine Korrelation von sPD-L1 im Serum mit PD-L1-mRNA gemessen 
im Vollblut.  
Für die mögliche klinische Bedeutung dieser Daten lassen sich folgende Aspekte ableiten: Die IFN-γ-
abhängige Regulation von PD-L1 an RCC Zellen könnte eine Bedeutung für die Responsivität der Pa-
tienten gegenüber einer Therapie mittels Immuncheckpoint-Blockade (ICB) haben und sich bei klarzel-
ligem RCC und papillärem RCC unterscheiden. Diese Hypothese könnte an entsprechenden 
Patientenkohorten perspektivisch untersucht werden. Die Blutwerte von sPD-L1 setzen sich möglicher-
weise aus sPD-L1 abgegeben von Tumorzellen zum einen und sPD-L1 gebildet in Immunzellen zum 
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anderen zusammen. Die Bedeutung von sPD-L1 als Biomarker für eine ICB-Therapie ist daher komplex 
und bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen von sPD-L1 an verschieden Patientenkohorten, die sich 








Renal cell carcinoma (RCC) is one of the ten most common cancers in Germany. Whilst tumors local-
ized within the kidney may be successfully treated by surgical tumor resection, untreated metastatic 
disease leads to death within a few weeks. The introduction of drug therapy using immune checkpoint 
inhibitors (e.g. Pembrolizumab, anti-PD-1-antibody or Avelumab, anti-PD-L1-antibody), which target 
specific co-inhibitory receptors at the tumor (PD-L1) or immune cell (PD-1) levels, has significantly 
increased the life expectancy of these patients. However, a significant number of patients do not benefit 
from this therapy or suffer serious immune-related adverse events, hence finding reliable predictive 
biomarkers would be of crucial importance  for choosing the right therapeutic agent.  
In this study, the expression and regulation of PD-L1 by cytokines was investigated in different cell 
lines of RCC and the amount of soluble PD-L1 (sPD-L1) released from the cells into the cell supernatant 
was measured. In addition, the levels of sPD-L1 were measured in the serum of patients with renal 
tumors before and after tumor resection. In the clear cell RCC cell lines (A498, CaKi-1, Cal54), the 
typical induction of PD-L1 by Interferon-γ (IFN-γ) was found, with an increase of sPD-L1 levels in the 
cell supernatant. Knock-down of PD-L1 by siRNA resulted in the downregulation of PD-L1, and a de-
crease in sPD-L1 levels in the corresponding cell supernatant, suggesting that ccRCC cells secrete sPD-
L1. In the papillary RCC cell line (CaKi-2),  PD-L1 could be measured but there was no increase in 
IFN-γ. This data indicates that the expression and regulation of PD-L1 as measured by secreted sPD-L1 
may vary in different types of RCC cells.  
Heterogeneous levels of sPD-L1 were detected in the blood of patients with RCC. Interestingly, there 
was a significant increase in sPD-L1 after tumor resection compared with paired blood levels before 
tumor resection, indicating a primarily non-tumor derived origin of sPD-L1 in blood. Further analysis 
showed a significant correlation of sPD-L1 with the inflammatory marker C-reactive protein (CRP). 
Like sPD-L1, CRP was elevated in the post- versus pre-tumor resection samples, as expected due to the 
surgical insult. Furthermore, there was a correlation of sPD-L1 in serum with PD-L1 mRNA measured 
in whole blood.  
These results indicate that IFN-γ dependent regulation of PD-L1 in RCC cells may be an important 
factor in the responsiveness of patients towards immune checkpoint blockade (ICB) therapy and that 
there may be differences between ccRCC and pRCC cell lines. This hypothesis needs to be further in-
vestigated using appropriate patient cohorts. The sPD-L1 levels measured in blood may consist of 
sPD-L1 released from tumor cells and of sPD-L1 formed in immune cells. The significance of sPD-L1 
as a biomarker for ICB therapy is therefore complex and requires further investigation using different 
patient cohorts with a range of inflammatory parameters.   
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3. Hintergrund – Das Nierenzellkarzinom 
3.1 Epidemiologie 
Das Nierenzellkarzinom (RCC, engl.: renal cell carcinoma) wird zu den Adenokarzinomen gezählt und 
stellt mit fast 90% die häufigste der primär renalen Neoplasien dar (Robert-Koch-Institut & Gesellschaft 
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019). Es repräsentiert weltweit ca. 2-3% 
aller Krebserkrankungen, wobei die Inzidenz stark zwischen verschiedenen geographischen Regionen 
und unterschiedlichen Populationen variiert. Sie ist in Westeuropa und Nordamerika am höchsten (Lind-
blad, 2004). In der Europäischen Union lag die Inzidenz im Jahre 2012 annähernd bei 84.400 Fällen, in 
Deutschland lag sie bei knapp 15.000 Fällen. An einem RCC verstarben in der Europäischen Union im 
Jahr 2012 etwa 34.700 Patienten. Das mittlere Erkrankungsalter liegt beim Mann bei 68 Jahren und bei 
der Frau bei 72 Jahren (Robert-Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 
Deutschland e.V., 2019), wobei Männer etwa doppelt so häufig erkranken wie Frauen (Ferlay et al., 
2013). 
In der Regel erkranken Patienten zwischen dem 60. und dem 80. Lebensjahr (Thompson et al., 2008), 
Erkrankungen vor dem 40. Lebensjahr sind deutlich seltener (Siemer et al., 2006). Am seltensten er-
kranken Kinder an einem RCC (Cook et al., 2006). Die Inzidenzrate zeigte in der zweiten Hälfte des 20. 
Jahrhunderts einen starken Anstieg. So wuchs sie in den USA zwischen 1975 und 1995 jährlich um 
2,3% bis 4,3% an. Dieser Anstieg hängt zu einem gewissen Teil mit dem breiteren und häufigeren Ein-
satz bildgebender Verfahren wie Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) und 
Ultraschalluntersuchungen (US) zusammen (Chow et al., 1999), wodurch viele RCCs als Zufallsbefund 
entdeckt werden. Während 1973 nur ungefähr 10% aller RCCs als inzidentelle Karzinome diagnostiziert 
wurden, waren es 1999 schon bis zu 60% (Touloupidis et al., 2006). Inzidentell diagnostizierte RCCs 
wiesen bei Diagnosestellung meist ein niedrigeres Tumorstadium, ein niedrigeres Tumorgrading und 
geringere Metastasierungsraten auf (Luciani et al., 2000). Zudem nahm die durchschnittliche Größe 
eines RCCs bei Diagnosestellung in den letzten Jahren deutlich ab. So betrug sie im Stadium I im Jahr 
1993 noch 4,1 cm und verringerte sich bis zum Jahr 2003 auf durchschnittlich 3,6 cm (Kane et al., 2008). 
Diese frühere Diagnosestellung konnte sich jedoch noch nicht in verminderten Absterberaten nieder-
schlagen, zumindest nicht in Bezug auf die Gesamtmortalität von Patienten mit RCC. So stieg diese in 
den USA von 1,5/100.000 in 1983 auf 6,5/100.000 Einwohner in 2002 an. Darüber, ob diese vermehrt 
diagnostizierten asymptomatischen RCCs klinische Relevanz besitzen, herrscht aktuell noch Unklarheit 
(Hollingsworth et al., 2006). 
Die altersstandardisierten Sterberaten liegen in Deutschland für Männer bei 5,1/100.000 und für Frauen 
bei 2,4/100.000 Einwohner. Die 5-Jahres-Überlebensrate des RCC beträgt über alle Stadien hinweg in 
Deutschland 76% bei Männern und 78% bei Frauen (Robert-Koch-Institut & Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019). In den USA lag sie im Jahr 2016 bei 93% 
im lokalisierten Erkrankungsstadium, bei 70% im Falle regionalen Lymphknotenbefalls und bei 12%, 
sofern bei Diagnosestellung bereits Fernmetastasen vorhanden waren (Abb. 1). Das Tumorstadium bei 
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Diagnosestellung ist maßgeblich entscheidend für die 5-Jahres-Überlebensrate, da in fortgeschrittenen 
Stadien keine kurativen Therapiemöglichkeiten existieren. Zu diesem Zeitpunkt präsentieren sich in den 
USA 65% der Patienten im Stadium der lokalisierten Erkrankung, 16% mit lokaler Lymphknoteninva-
sion und 16% im metastasierten Erkrankungsstadium, 3% verbleiben in einem unbestimmten Stadium 
(Abb. 2, National Cancer Institute, 2016).  
 
 
Abbildung 1: 5-Jahresmortalität in Bezug auf das Krankheitsstadium bei Diagnosestellung in den USA 2010-2016 (National 








Es existieren diverse Risikofaktoren, welche die Auftretenswahrscheinlichkeit eines RCC erhöhen. Als 
gesichert gilt, dass sich für Raucher das relative Risiko, an einem RCC zu erkranken, signifikant erhöht. 
Das relative Risiko (RR) für das Auftreten eines RCC für Raucher generell liegt bei 1,31, bei aktuell 
noch rauchenden Personen bei 1,36 und bei Personen, die das Rauchen in der Vergangenheit aufgegeben 
hatten, bei 1,16 (Cumberbatch et al., 2016). Zudem konnte gezeigt werden, dass gesteigerter Tabakkon-
sum mit einem erhöhten Risiko für ein bereits bei Diagnosestellung fortgeschrittenes Krankheitsstadium 
assoziiert ist (Tsivian et al., 2011).  
Weitere Risikofaktoren sind Adipositas, arterielle Hypertonie und der länger andauernde Gebrauch 
nichtsteroidaler Antiphlogistika (Setiawan et al., 2007; Cho et al., 2011). In Bezug auf Adipositas konnte 
in einer prospektiven Studie mit über 300.000 Patienten gezeigt werden, dass sich das RR für das Auf-
treten eines RCC progressiv mit dem Ausgangs-BMI (engl.: body mass index) erhöhte (Adams et al., 
2008). Gleichzeitig zeigte sich jedoch ein paradoxer Effekt, denn während deutlich mehr Patienten mit 
Adipositas an einem RCC erkranken, nahm die Schwere der Erkrankung bei adipösen Patienten signi-
fikant ab. So konnte der präoperative BMI als unabhängiger prognostischer Faktor für ein verlängertes 
Überleben bei Patienten, welche sich einer Tumorresektion unterzogen, identifiziert werden (Choi et al., 
2013). Dies gelang auch für einen generell erhöhten BMI, welcher einen unabhängigen prognostischen 
Faktor für ein verlängertes Überleben und für das progressionsfreie Überleben bei Patienten mit bereits 
metastasierter Erkrankung, welche eine gezielte Krebstherapie (TT, engl.: targeted therapy) erhielten, 
darstellte (Albiges et al., 2016). Als mögliche Ursache hierfür wird vermutet, dass sich die Mikroumge-
bung des Tumors bei adipösen Patienten im Vergleich zu schlanken Patienten unterscheidet (Sanchez 
et al., 2020). Möglicherweise könnte auch eine verminderte Expression des FASN-Gens (engl.: fatty 
acid synthase) hierbei eine Rolle spielen (Albiges et al., 2016). 
Auch die längerfristige, insbesondere berufliche, Exposition gegenüber bestimmten Toxinen wie Cad-
mium, Asbest und Erdöl oder Produkten, die aus Erdöl hergestellt wurden, scheint für ein RCC zu prä-
disponieren (Mandel et al., 1995). Die metachrone Auftretenswahrscheinlichkeit eines bilateralen RCC 
ist zudem für Patienten, die bereits in relativ jungem Alter erkranken oder eine multifokale Erkrankung 
haben, stark erhöht (Wiklund et al., 2009; Gnarra et al., 1993). Bei Patienten mit einer chronischen, 
dialysepflichtigen Nierenerkrankung stellt die erworbene zystische Nierenerkrankung als Ursache der 
Niereninsuffizienz einen starken Risikofaktor für die Entwicklung eines RCC dar (Truong et al., 1995). 
Zudem ist die chronische Infektion mit dem Hepatitis-C Virus mit einem signifikant erhöhten Risiko 
assoziiert, an einem RCC zu erkranken (Gordon et al., 2010). 
Weiterhin scheint die Anwendung von zytotoxischer Chemotherapie in der Kindheit und Jugend bei 
Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder zur Vorbereitung auf eine Knochenmarkstrans-
plantation für die Entstehung eines Translokations-RCC zu prädisponieren (Argani et al., 2016). Eben-
falls diskutiert wird die These, dass ein Nierensteinleiden in der Krankheitsgeschichte mit dem Auftreten 
von RCCs oder Urothelkarzinomen des oberen Harntraktes assoziiert ist, was aber gleichermaßen durch 
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die Tatsache mitbegründet sein könnte, dass auf Grund des vermehrten Einsatzes von bildgebenden 
Verfahren zur Steindetektion lediglich mehr Malignitäten diagnostiziert werden (Cheungpasitporn et 
al., 2015). Diesen zahlreichen Risikofaktoren gegenüberstehend scheinen körperliche Aktivität und mo-
derater Alkoholkonsum einen protektiven Effekt auf die Entwicklung eines RCC zu haben (Setiawan et 
al., 2007).  
Eine familiäre Häufung des RCC spielt eine eher untergeordnete Rolle (2-3%), auch wenn das relative 
Risiko für erstgradig Verwandte von Betroffenen, ebenfalls an einem RCC zu erkranken, nahezu ver-
doppelt ist (Pavlovich & Schmidt, 2004). Es existieren diverse, zumeist autosomal-dominant vererbte, 
hereditäre Syndrome, welche mit dem vermehrten Auftreten von RCCs assoziiert sind (Tab. 1). Ihnen 
liegen unterschiedliche  Chromosomenaberrationen zugrunde, deren Untersuchung maßgeblich zum 
Verständnis der molekularen Tumorpathogenese und den daraus abgeleiteten Behandlungsstrategien 
beigetragen hat (Zbar et al., 2003). 
Hierzu zählen unter anderen das Bourneville-Pringle-Syndrom, das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom (BHD-
Syndrom), das hereditäre papilläre RCC, das hereditäre Leiomyomatosis RCC und als relevantestes 
Syndrom das Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-Syndrom; Verine et al., 2010). Letzteres ist durch 
eine Mutation auf dem für ein Tumorsuppressorprotein kodierenden VHL-Gen auf Chromosom 3 cha-
rakterisiert, welche im Falle der Mutation beider Gene zur Tumorentstehung führt. Die Wahrscheinlich-
keit für das Auftreten eines RCC bei VHL-Patienten beträgt 25-70%, zudem treten die Tumore bereits 
in einem jüngeren Lebensalter, multilokulär und in Kombination mit Veränderungen an weiteren Or-
gansystemen wie dem zentralen Nervensystem (ZNS) auf (Coleman & Russo, 2009). 
 
Tabelle 1: Mit dem RCC assoziierte vererbbare Erkrankungen (Rübben, 2014) 





klarzelliges RCC; Hämangioblastome des ZNS, 
Phäochromozytome, endokrine Tumoren des 





papilläres RCC Typ 1 –  






papilläres RCC Typ 2, uterine und kutane Leio-
myome, Leiomyosarkome des Uterus, mögliche 






chromophobes RCC, Onkozytom (benigne), 






TSC1 (9q34)  
oder  
TSC2 (16p13) 
multiple renale Angiomyolipome, RCC, Nie-
renzysten und/oder Zystennieren, kardiale Rhab-
domyome, Hauttumore wie Angiofibrome, 
Fibrome und Nävi, mentale Retardierung, Epilep-
sie 
 
3.3 Pathologie und Pathogenese 
3.3.1 Pathohistologische Klassifikation 
In über 85% der Fälle handelt es sich bei primär malignen Neoplasien der Niere um ein RCC, weniger 
häufig sind Urothelkarzinome des Nierenbeckens, Lymphome oder Sarkome der Niere, sowie Ne-
phroblastome, die auch als Wilms-Tumore bezeichnet werden und im Kindesalter auftreten (Robert-
Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019). Histolo-
gisch teilt man das RCC in verschiedene Subtypen ein (Tab. 2), wobei das klarzellige RCC (ccRCC, 
engl.: clear cell RCC) den größten Anteil ausmacht (75-85%), gefolgt vom papillären RCC (pRCC, 
engl.: papillary RCC), welches auch als chromophiles RCC bezeichnet wird, mit (10-15%). Darauf fol-
gen die chromophoben RCCs (5-10%), die seltener auftretenden benignen Onkozytome (3-5%) und die 
sehr seltenen Sammelrohr- oder auch Ductus-Bellini-Karzinome (<1%; Störkel et al., 1997). Sie ähneln 
auf molekularer Ebene einem weiteren seltenen Subtypen, den sogenannten Translokations-RCCs. 
Diese Translokations-RCCs treten in deutlich jüngerem Alter auf und weisen eine Fusion des Transkrip-
tionsfaktors E3 (TFE3) mit diversen anderen Genen, unter anderem mit dem ASPSCR1-Gen (engl.: 
alveolar soft part sarcoma chromosome region 1), auf (Malouf et al., 2011).  
Undifferenzierte Karzinome treten in etwa 4-5% der Fälle auf und haben eine deutlich schlechtere Prog-
nose (Störkel et al., 1997). Charakteristiken der beiden häufigsten histologischen Subtypen, dem ccRCC 
und dem pRCC, werden nachstehend genauer betrachtet. 
 
Tabelle 2: Histologische Subtypen des RCC und ihre Kennzeichen (Störkel et al., 1997;Wolf, 2012) 
Histologischer Typ Häufigkeit Kennzeichen 
Klarzelliges RCC 75-85% hoher Glykogen- und Lipidgehalt, helles Zytoplasma, so-
lides bis zystisches Wachstumsmuster, Differenzierungs-
merkmale der proximalen Tubuluszellen 
Papilläres (chromophi-
les) RCC 
10-15% häufig multiples Auftreten, makroskopisch Nekrosen er-
kennbar, histologisch papilläres und tubuläres Wachstum, 




5-10% feingranuläres nicht transparentes Zytoplasma, solides 
Wachstumsmuster, Differenzierungsmerkmale des dista-





<1% tubuläre Strukturen, ausgeprägte Desmoplasie des Tumor-
stromas, sarkomatoide Anteile mit Spindelzellen 
Unklassifiziertes RCC 4-5%  
 
3.3.1.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom 
Klarzellige RCCs haben ihren Ursprung in den Zellen des proximalen Tubulusepithels. Erste Einsichten 
in die molekulare Pathogenese des RCC gelangen durch Studien des oben beschriebenen VHL-Syn-
droms. Genetische Analysen von VHL-assoziierten RCCs konnten einen Verlust der Heterozygotie 
(LOH, engl.: loss of heterozygosity) am VHL-Genort auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 (Genort: 
3p25) nachweisen, welcher ebenfalls bei 60-70% der sporadischen ccRCCs auftritt (van Houwelingen 
et al., 2005). 
In einer 2011 durchgeführten Exomsequenzierung von 227 Fällen von ccRCC zeigte sich eine Mutation 
des SWI/SWF-Komplex-Gens (engl.: switch/sucrose nonfermentable chromatin remodeling complex)  
PBRM1 (engl.: protein polybromo 1) in 41% der Fälle (Varela et al., 2011). Dieses Gen ist auf Chro-
mosom 3 in der Nähe des VHL-Gens (Genort: 3p21) lokalisiert und fungiert als Tumorsuppressorgen. 
Weiterhin konnte 2012 eine Inaktivierung der vom BAP1-Gen (engl.: breast-cancer antigen 1 associated 
protein 1) kodierten nukleären Deubiquitinase in ca. 15% der untersuchten ccRCCs nachgewiesen wer-
den (Peña-Llopis et al., 2012). Tumore, die Mutationen dieses BAP1-Gens aufwiesen, zeigten ein ag-
gressiveres Wachstum und eine Assoziation mit erhöhter Sterblichkeit (Kapur et al., 2013). Diese Gene 
kodieren für Proteine, die Teil des UMP-Signalwegs sind (UMPP, engl.: Ubiquitin-mediated proteolysis 
pathway), welcher eine wichtige Rolle im Proteinabbau durch das Proteasom spielt. Veränderungen in 
diesem Signalweg führen zu Hypoxie in der Zelle, was in ähnlichen funktionellen Konsequenzen resul-
tiert wie die Inaktivierung des VHL-Gens (Guo et al., 2011). 
Zudem scheinen Alterationen in Genen, welche die Zellteilung kontrollieren, die Auftretenswahrschein-
lichkeit eines ccRCC zu erhöhen. Hierzu zählen die Gene der Ras-Familie (engl.: rat sarcoma) sowie 
das p53-Tumorsuppressorgen. Während Mutationen im p53-Gen nur vereinzelt in ccRCCs nachgewie-
sen werden konnten, zeigte sich eine Überexpression des p53-Proteins in etwa 50% der ccRCCs, welche 
gleichermaßen mit einem aggressiveren Tumorwachstum und einer schlechteren Prognose verbunden 
war (Uhlman et al., 1994). 
 
3.3.1.2 Papilläres Nierenzellkarzinom 
Papilläre Nierenzellkarzinome stellen die zweithäufigste Form des RCCs dar. Sie werden basierend auf 
histopathologischen Gesichtspunkten in Typ 1 und Typ 2 unterteilt. Ebenso wie das ccRCC entstehen 
pRCCs aus den Zellen des proximalen Tubulusepithels, stellen aber aus morphologischen und geneti-
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schen Gesichtspunkten heraus unterschiedliche Erkrankungen dar. Frühe Erkenntnisse über die mole-
kulare Pathogenes des pRCC wurden aus Fallstudien hereditärer Formen des RCC gewonnen, dem her-
editären papillären RCC (Zbar et al., 1994).  
Obwohl Typ 1 pRCCs für diese vererblichen Erkrankungsform, welche durch genetische Veränderun-
gen im c-MET-Protoonkogen Signalweg (engl.: cellular N-methyl-N‘-nitroso-guanidine human osteo-
sarcoma transforming gene) gekennzeichnet ist, charakteristisch sind, tritt der Großteil der Typ 1 
Karzinome sporadisch auf. Sporadische Typ 1 Karzinome zeigten somatische Mutationen dieses Sig-
nalwegs lediglich in 10-20% der Fälle (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2016). Fälle mit 
Typ 1 pRCCs fallen vermehrt in früheren Tumorstadien auf und gehen mit einer relativ guten Prognose 
einher (Thoenes et al., 1988). 
C-Met, kodiert durch das c-Met-Protoonkogen auf Chromosom 7, ist eine Rezeptortyrosinkinase, wel-
che durch Bindung an den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF, engl.: hepatocyte growth factor) ver-
schiedene Signalwege induziert, die für die Steuerung der Zellmigration und -proliferation 
verantwortlich sind (Harshman & Choueiri, 2013). Insgesamt traten Veränderungen dieses Signalwegs, 
definiert als Mutation, Splicing-Variante oder Genfusion, sowie eine erhöhte Kopienanzahl von Chro-
mosom 7 in über 40% der Typ 1 pRCCs auf (Choueiri, Plimack et al., 2017), in manchen Studien sogar 
in einem noch höheren Anteil (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2016).  
Diesen Typ 1 Tumoren stehen die Typ 2 pRCCs gegenüber, welche vermehrt mit aggressiven Verläufen 
assoziiert sind. Sie werden häufiger in bereits fortgeschrittenen Tumorstadien diagnostiziert und gehen 
mit schlechteren Prognosen einher (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2016). Wie beim 
ccRCC und dem Typ 1 pRCC wurde der heutige Wissenstand über Typ 2 pRCCs maßgeblich durch 
Studien von vererbbaren Erkrankungsformen, in diesem Fall der hereditären Leiomyomatose mit Nie-
renzellkarzinom, geprägt (Grubb et al., 2007). Dieses Syndrom wird durch eine Keimbahnmutation des 
für die Fumarat-Hydratase, eines zentralen Enzyms des Citratzyklus, kodierenden Gens ausgelöst (Tom-
linson et al., 2002). Die entstehenden Tumore sind durch erhöhten oxidativen Stress gekennzeichnet 
(Sudarshan et al., 2009). Die daraus resultierende Aktivierung des NRF2-ARE-Signalwegs (engl.: nu-
clear factor erythroid 2 - related factor 2 - antioxidant response element) konnte ebenfalls bei sporadi-
schen Typ 2 pRCCs nachgewiesen werden (Ooi et al., 2011, 2013).  
Chromosomale Aberrationen des Chromosoms 8, Überexpression des MYC-Protoonkogens (Genort: 
8q24, abgeleitet von „Myelocytomatose“) und Aktivierung des MYC-Signalwegs sind weitere Merk-
male von besonders aggressiven pRCCs (Furge et al., 2007). 
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3.3.2 Molekulare Pathogenese 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung ausgewählter Signalwege und zielgerichteter Therapien beim RCC (Banumathy & 
Cairns, 2010) 
 
Neben den oben beschriebenen existieren weitere für die Tumorentstehung und -proliferation bedeu-
tende Signalwege, wie der VEGF-Signalweg, der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg, der Wnt/-Catenin-
Signalweg, der HGF/MET-Signalweg und der Ras/MAPK-Signalweg, welche schematisch in obenste-
hender Abbildung dargestellt sind (Abb. 3). Zahlreiche Proteine als Teile dieser Signalwege stellen 
mögliche Angriffspunkte für zielgerichtete Therapien bei metastasierter Erkrankung dar, von denen 
viele bereits einen festen Platz in den aktuell gängigen Behandlungsleitlinien innehaben. Die einzelnen 
Substanzen, ihre Wirkmechanismen und die Auswahlkriterien werden in späteren Kapiteln erläutert. Im 




Der beschriebene LOH des VHL-Tumorsupressorgens resultiert in einer Überexpression der Hypoxie-
induzierten Transkriptionsfaktoren 1 (HIF-1, engl.: hypoxia inducible factor) und 2 (Morris et al., 
2009), da der sauerstoffabhängige Abbau dieser Transkriptionsfaktoren die Bindung an das VHL-Tu-
morsuppressorprotein erfordert (Wiesener et al., 2001). Wie der Name bereits suggeriert, führt Hypoxie, 
welche bei soliden Tumoren auf Grund des schnellen Wachstums häufig vorkommt, ebenfalls zu einem 
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verminderten Abbau von HIF-1 (Kaelin, 2005). Gleichermaßen können die oben beschriebenen Ver-
änderungen im UMP-Signalweg zur Hypoxie führen. 
Die Akkumulation von HIF-1 und HIF-2 induziert, neben weiteren Wachstumsfaktoren, die Bildung 
des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF, engl.: vascular endothelial growth factor; Shi-
nojima et al., 2007) sowie des von Thrombozyten abgeleiteten Wachstumsfaktors (PDGF, engl.: plate-
let-derived growth factor; Banumathy & Cairns, 2010). Durch ihre Bindung an die zugehörigen VEGF-
Rezeptoren (VEGFR) und PDGF-Rezeptoren (PDGFR) an der Oberfläche von Endothelzellen der Blut-
gefäße steigern sie die Zellmigration, die Permeabilität und die Zellproliferation. Dies führt zu einer 
Induktion der Tumorneovaskularisation, was von zentraler Bedeutung für das Tumorwachstum ist (Ber-
ger et al., 1995). 
 
3.3.2.2 PI3K/AKT/mTOR-Signalweg 
Die Proteinkinasen B (auch AKT, Gene: AKT1, AKT2, AKT3) und mTOR (engl.: mammalian target 
of rapamycin) sind Schlüsselstellen für onkogene Prozesse in der Zelle. Die autokrine Bindung von 
VEGF und PDGF an ihre Rezeptortyrosinkinasen (RTK) VEGFR und PDGFR in RCC-Tumorzellen 
führt zur Aktivierung von Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K), welche die Bildung von Phosphatidyli-
nositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) induzieren (Banumathy & Cairns, 2010). PIP3 rekrutiert die Serin-
/Threoninkinase AKT an die Zellmembran, wo sie durch Phosphorylierung an zwei unterschiedlichen 
Stellen, zum einen durch PDK1 (engl.: phosphoinositide-dependent kinase 1) und zum anderen durch 
mTOR, in diesem Fall durch den mTOR-Komplex 2 (TORC2), aktiviert wird. Diese Aktivierung ver-
hindert durch Inaktivierung proapoptotischer Proteine wie z.B. der Procaspase 9 oder ASK1 (engl.: 
apoptosis signal regulating kinase 1) die Apoptose (Cardone et al., 1998; A. H. Kim et al., 2001). Zudem 
inhibiert die Aktivierung von AKT die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3), welche den Abbau von 
Promotor-Proteinen des Zellzyklus wie Cyclin D1 (Diehl et al., 1998) und den Abbau von Transkripti-
onsfaktoren, welche die Zellproliferation anregen, induziert. Hierzu zählen MYC, -catenin, c-Jun (ab-
geleitet von ju-nana, jap.: 17, nach Entdeckung im „avian sarcoma virus 17“) und Notch (Banumathy & 
Cairns, 2010). 
Die VEGF/PDGF gesteuerte Aktivierung von AKT führt zudem zur Aktivierung von mTOR. Das Pro-
tein mTOR fungiert als Komponente zweier unterschiedlicher Komplexe, zum einen des TORC1, wel-
cher sensitiv auf Rapamycin ist und positiv die Proteinsynthese und den Zellzyklus reguliert, zum 
anderen des TORC2, welcher insensitiv auf Rapamycin ist und durch Remodulierung des Aktin-Zyto-
skeletts die Zellpolarität und das räumliche Zellwachstum reguliert (Wullschleger et al., 2006).  
Die Phosphatase PTEN (engl.: phosphatase and Tensin homolog) unterbricht durch Dephosphorylierung 
von PIP3 diesen Signalweg und wirkt als Tumorsuppressorprotein hemmend auf Zellmigration und 
Zellteilung. Eine verminderte Expression von PTEN könnte ursächlich für die Aktivierung von AKT 




Die Familie der Wnt-Glykoproteine (engl.: wingless int-1) ist ebenfalls an diversen regulatorischen Pro-
zessen in der Zellmigration, -proliferation und -differenzierung beteiligt (Nusse & Varmus, 1982). Den 
wichtigsten Effektor des kanonischen Wnt-Signalwegs stellt der Transkriptions-Cofaktor -Catenin dar, 
welcher eine zentrale Rolle in der Pathogenese des RCC einnimmt. In ruhenden Zellen liegt -Catenin 
in einem hoch prozessiven Enzymkomplex vor, der zusätzlich CK1 (Casein Kinase 1), GSK-3, APCP 
(engl.: adenomatosis polyposis coli protein) und Axin (von engl.: axis inhibition protein) enthält (Banu-
mathy & Cairns, 2010). -Catenin wird von diesem Komplex in Abwesenheit von Wnt an Serin- und 
Threoninresten phosphoryliert und daraufhin im Proteasom abgebaut (Barker & Clevers, 2006). In An-
wesenheit von Wnt akkumuliert -Catenin durch Inhibition seiner Phosphorylierung, Ubiquitinierung 
und Degradation. Das stabilisierte -Catenin gelangt in den Zellkern und aktiviert nach der Bindung an 
die Transkriptionsfaktoren LEF1 (engl.: lymphoid enhancer-binding factor 1) und TCF7 (engl.: T-cell 
specific transcription factor 7) bestimmte Zielgene, wie beispielsweise das Protoonkogen MYC (Cle-
vers, 2006). Die Wnt-vermittelten Effekte auf das Zell- und Tumorwachstum hängen zudem mit einer 
Aktivierung des mTOR-Signalwegs zusammen, die durch eine Inhibition der GSK-3 erzielt wird. Die 
GSK-3 phosphoryliert in der ruhenden Zelle gemeinsam mit der AMPK (engl.: adenosine monophos-
phate-activated protein kinase) sequentiell den TSC2 (engl.: Tuberous Sclerosis Complex 2) und akti-
viert diesen dadurch, was zur einer Inhibition von mTOR führt (Inoki et al., 2006).  
Obwohl Punktmutationen, die zu einer vermehrten Aktivierung von -Catenin bei RCCs führen, relativ 
selten sind (Y. S. Kim et al., 2000), konnte gezeigt werden, dass die induzierte Erhöhung des -Catenin-
Spiegels zur Bildung von RCCs bei Mäusen führt (Sansom, O. J. et al., 2005).  
Da -Catenin in Teilen durch die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität des VHL-Genprodukts degradiert wird, 
führt ein Verlust des VHL-Gens abermals zur Akkumulation von -Catenin (Peruzzi et al., 2006). Der 
Verlust von VHL könnte zu einer kombinierten Anhäufung von -Catenin und HIFs führen, was einen 
Erklärungsansatz für die besondere Malignität von ccRCCs liefern könnte (Linehan et al., 2009). Das 
positiv durch das VHL-Genprodukt regulierte Protein Jade-1 (engl.: gene for apoptosis and differentia-
tion in epithelia) ubiquitiniert -Catenin, was erneut zur Degradation von -Catenin führt. Dies legt eine 
Tumorsupressorfunktion von Jade-1 nahe, dessen Spiegel bei Verlust von VHL reduziert sind. Hieraus 
lässt sich ein weiterer Mechanismus, über den der Verlust von VHL zur Tumorentstehung führt, ableiten 
(Berndt et al., 2009; Chitalia et al., 2008).  
 
3.3.2.4 HGF/MET-Signalweg 
Veränderungen in der Expression und Aktivität des HGF und seines Rezeptors, c-MET, wurden über-
wiegend beim pRCC beschrieben, da sie ursächlich für die Entstehung der hereditären Form des pRCC 
sind (Schmidt et al., 2004). Demgegenüber konnten aktivierende Punktmutationen in c-MET nur in 5-
 20 
13% der sporadischen pRCCs nachgewiesen werden; die meisten pRCCs zeigten eine Trisomie 7 ohne 
Mutationen von c-MET (Fischer et al., 1998).  
Die Bindung von HGF an seinen Rezeptor c-MET führt zur Phosphorylierung zweier Tyrosinreste am 
c-terminalen Ende von c-MET und zieht eine Rekrutierung verschiedener Adapterproteine, wie Grb2 
(engl.: growth factor receptor-bound protein 2), Gab1 (engl.: Grb2-assciated-binding protein 1), STAT3 
(engl.: signal transducer and activator of transcription 3) und PI3K, sowie eine Aktivierung des 
Ras/MAPK-Signalwegs (MAPK, engl.: mitogen-activated protein kinase) und des PI3K/AKT-Signal-
wegs nach sich, was in Tumorwachstum und Metastasierung resultiert (Eder et al., 2009). Die Phospho-
rylierung von c-MET induziert zudem die Phosphorylierung von -Catenin an Tyrosinresten. Dies 
geschieht unabhängig von der oben beschriebenen GSK-3/APC-Komplex abhängigen Phosphorylie-
rung an Serin- und Threoninresten führt zur Dissoziation von -Catenin von E-Cadherin und damit zur 
Translokation von -Catenin in den Zellkern (Monga et al., 2002). Die Expression des VHL-Proteins 
hemmt diese HGF gesteuerte Akkumulation von -Catenin. Ein Verlust von VHL könnte also das HGF-
gesteuerte Signaling von -Catenin aktivieren (Peruzzi et al., 2006). 
 
3.3.2.5 Ras/MAPK-Signalweg 
Der Ras/MAPK-Signalweg stellt eine weitere Signaltransduktionskaskade dar, an deren Ende erneut 
eine Regulation von Zellproliferation und -differenzierung steht. Aktivierte RTKs rekrutieren den Gua-
nin-Nukleotid-Austauscher SOS (engl.: son of sevenless) an die Zellmembran, welcher das Ras-Protein 
durch den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat (GTP) aktiviert. Das ak-
tivierte Ras-GTP bindet an die zytosolische Serin-/Threonin-Kinase Raf (engl.: rapidly accelerated fib-
rosarcoma) und aktiviert diese durch Rekrutierung an die Zellmembran (Matallanas et al., 2011). Durch 
Phosphorylierung ist das aktivierte Raf-Protein dazu in der Lage, die Kinasen MEK 1 und 2 (MAP/Erk-
Kinase) zu aktivieren, welche gleichermaßen Erk 1 und 2 (engl.: extracellular-signal regulated kinases) 
phosphoryliert und damit aktiviert. Während die Raf, MEK, und Erk beinhaltende Phosphorylierungs-
kaskade linear abläuft, wirkt sich die Aktivierung der Erk auf über 150 unterschiedliche Substrate so-
wohl im Zytosol als auch im Zellkern aus. Weiterhin aktiviert die MEK die MAP-Kinase, welche in den 
Zellkern transloziert und dort weitere untergeordnete Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, die den 
Zellzyklus und die Zelldifferenzierung beeinflussen (Leicht et al., 2007). Obwohl aktivierende Mutati-
onen im B-Raf-Gen bis jetzt beim RCC nicht identifiziert werden konnten, zeigte sich eine konstitutive 




Die enorme Anzahl an genetischen und epigenetischen Veränderungen, welche die meisten Tumorzellen 
zu eigen haben, führen zur Expression einer Vielzahl an Antigenen, welche das Immunsystem erkennen 
kann und die somit eine Immunantwort gegen solide Tumoren auslösen können. Um dies zu verhindern, 
ist es für das Überleben der Tumorzellen essenziell, spezifische Resistenzmechanismen gegen diese 
Immunantworten zu entwickeln. Einer der wichtigsten dieser Resistenzmechanismen beinhaltet immun-
inhibitorische Signalwege, die Immuncheckpoints, welche bei gesunden Zellen normalerweise die Im-
muntoleranz steigern und so den Kollateralschaden einer Immunantwort auf gesundes Gewebe ab-
schwächen (Pardoll, 2012). Von klinischer Relevanz sind beim RCC aktuell vor allem die 
Immuncheckpoint-Komponenten CTLA-4 (engl.: cytotoxic T-lymphocyte-associated  protein 4) und 





Abbildung 4: Krebs-Immunitäts-Zyklus (Chen, D. S. & Mellman, 2013) 
 
Damit eine gegen Krebszellen gerichtete Immunantwort zu einer effektiven Abtötung von Immunzellen 
führt, muss eine Reihe an schrittweise ablaufenden Ereignissen eintreten, welche durch hemmende Ein-
flüsse nicht verhindert werden dürfen (Abb. 4). Im ersten Schritt werden die während der Onkogenese 
freigesetzten Neoantigene der Tumorzellen durch dendritische Zellen (DC, engl.: dendritic cell) aufge-
 22 
nommen und prozessiert. Damit dies eine T-Zell-Antwort auslösen kann, müssen die Antigene von Sig-
nalen begleitet werden, welche die Immunantwort spezifizieren können, um die Induktion einer peri-
pheren Toleranz gegenüber Tumorantigenen zu verhindern. Diese immunogenen Signale können 
beispielsweise proinflammatorische Zytokine oder Faktoren, die von absterbenden Tumorzellen freige-
setzt werden, beinhalten (Ferguson et al., 2011).  
Im zweiten Schritt präsentieren die DCs die aufgenommenen Antigene auf den Haupthistokompatibili-
tätskomplexen (MHC, engl.: major histocompatibility complex) MHC-I und MHC-II den T-Zellen (Lip-
pitz, 2013). Dies führt zu Schritt 3, der Vorbereitung (engl.: priming) und Aktivierung der Effektor-T-
Zell-Antwort gegen tumorspezifische Antigene, welche als körperfremd erkannt beziehungsweise nicht 
komplett durch zentrale Toleranzmechanismen identifiziert werden. Die Art und das Ausmaß der Im-
munantwort wird durch diesen Schritt festgelegt, wobei das Gleichgewicht zwischen Effektor-T-Zellen 
und regulatorischen T-Zellen eine kritische Rolle für die definitive Immunantwort einnimmt (Franci-
szkiewicz et al., 2012).  
In Schritt 4 wandern die aktivierten Effektor-T-Zellen zum Tumor und infiltrieren das Tumorbett in 
Schritt 5. Über die Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor (TCR, engl.: T-cell-receptor) und dem an 
MHC-I gebundenen verwandten Antigen erkennen und binden die T-Zellen in Schritt 6 spezifisch an 
die Tumorzellen und töten diese in Schritt 7 ab. Das Absterben der Krebszellen setzt zusätzliche tumor-
spezifische Antigene frei, sodass in weiteren Zyklen die Breite und die Tiefe der Immunantwort gestei-
gert werden kann (Mellman et al., 2011).  
 
 
Abbildung 5: Stimulatorische und inhibitorische Faktoren im Krebs-Immunitäts-Zyklus (Chen, D. S. & Mellman, 2013) 
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Bei Krebspatienten ist der physiologische Ablauf dieses Zyklus gestört, er läuft nicht optimal ab. Gründe 
hierfür können, unter anderem, eine mangelhafte Antigendetektion oder eine Einstufung der Tumorzel-
len als körpereigen anstatt als körperfremd sein. Den häufigsten Grund für eine ausbleibende Immun-
antwort stellen jedoch inhibitorische Faktoren in der Tumormikroumgebung dar, welche die Effektor-
T-Zellen supprimieren. In der vorstehenden Abbildung (Abb. 5) sind sowohl diese inhibitorischen als 
auch stimulierende Faktoren dargestellt (Chen, D. S. & Mellman, 2013). 
 
3.4.2 CTLA-4 
CTLA-4 ist ein Membranprotein, welches auf der Oberfläche von T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zel-
len sowie sporadisch auf regulatorischen T-Zellen exprimiert wird. Während die T-Zell-Aktivierung 
stets die Interaktion zwischen TCR und einem an ein MHC-Protein auf einer antigenpräsentierenden 
Zelle (APC, engl.: antigen presenting cell) gebundenes Antigen voraussetzt, wirkt die Aktivierung von 
CTLA-4 co-stimulatorisch und kann für sich genommen keine T-Zellreaktion auslösen (Verhagen et al., 
2008). Die über den TCR vermittelte Aktivierung der T-Lymphozyten führt zu einer gesteigerten Pro-
duktion des CTLA-4-Rezeptors an der Zelloberfläche der T-Lymphozyten (Sansom, D.M., 2000). Die 
Bindung von CTLA-4 an seine Liganden, die von APCs exprimierten Membranproteine CD80 und 
CD86 (engl.: cluster of differentiation), bewirkt eine Aktivierung der PRKCE (engl.: protein kinase C 
epsilon). Dies  führt zu einer Herabregulation des Proliferationssignals, APCs werden in geringerem 
Ausmaß stimuliert und die Intensität einer möglichen Immunantwort wird herabgesetzt (D. M. Sansom, 
2000). In Abwesenheit von CTLA-4 binden CD80/86 an das von T-Zellen exprimierte CD28, was pa-
rallel zu einer gesteigerten Immunantwort und zu einer vermehrten Ausschüttung von CTLA-4 aus int-
razellulären Vesikeln führt. Durch diesen Mechanismus wird ein Gleichgewicht zwischen 
inhibitorischen und stimulatorischen Signalen erzielt (Pardoll, 2012). Dieses Prinzip wird in der Thera-
pie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren genutzt, indem durch die intravenöse Gabe von gegen CTLA-4 




Die Interaktion des Transmembranproteins PD-1 mit seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 beeinflusst 
ebenfalls die Antwort des Immunsystems auf Tumorzellen, was therapeutisch bei diversen Tumorenti-
täten genutzt werden kann. Die Bindung zwischen von Tumorzellen und APCs exprimiertem PD-L1 
und von T-Zellen exprimiertem PD-1 beeinflusst co-inhibitorisch die gegen die Tumorzellen gerichtete 
Immunantwort, welche auf der Interaktion von MHC und TCR in der Mikroumgebung des Tumors 
beruht. Durch eine Blockade dieses Signalwegs mittels intravenöser Gabe von gegen die Immuncheck-
point-Komponenten PD-1 und PD-L1 gerichteten Antikörpern lassen sich bei einem gewissen Teil der 
auf diese Weise behandelten Patienten hohe Ansprechraten erzielen und somit die Überlebensraten deut-
lich verbessern. Im Gegensatz zu CTLA-4 nimmt der PD-1-Signalweg seine entscheidende Rolle für 
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die Immunantwort nicht bei der initialen Aktivierung der T-Zellen, sondern bei der Regulation der in-
flammatorischen Antwort in peripheren Geweben ein (Pardoll, 2012).  
Die Aktivierung von T-Zellen führt zu einer Hochregulation von PD-1 und einer vermehrten Expression 
an der Zelloberfläche von T-Zellen. Die durch die Immunantwort ausgelöste Entzündungsreaktion im 
peripheren Gewebe setzt inflammatorische Signale, zum Beispiel das Zytokin IFN-γ, frei, welche die 
Expression von PD-L1 im peripheren Gewebe induzieren. Die Bindung von PD-L1 an seinen Rezeptor 
PD-1 reguliert die T-Zell-Aktivität herunter, wodurch der Kollateralschaden auf benachbartes Gewebe 
als Antwort auf eine Infektion mit Mikroorganismen eingedämmt werden kann (Pardoll, 2012).  
PD-1 wird auf einer Vielzahl von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) bei diversen Tumorenti-
täten exprimiert (Ahmadzadeh et al., 2009). Gleichermaßen zeigt sich eine Hochregulation von PD-L1 
an der Zelloberfläche von zahlreichen soliden Tumoren, was zu einer Immunevasion führt (Dong et al., 
2002). Da sich die Expressionsmuster von PD-L1 bei unterschiedlichen Tumorentitäten relativ stark 




Abbildung 6: Adaptive PD-L1-Expression in Reaktion auf tumorspezifische T-Zell-Antwort (Kalbasi & Ribas, 2020) 
 
Eine bereits vorbestehende antitumorale Immunantwort ist entscheidend für eine effektive Immun-
checkpoint-Blockade. Tumorreaktive T-Zellen, welche mit ihrem TCR an MHC-Moleküle der Klasse I 
und II  gebundene Tumor-Neoantigene erkennen, setzen IFN-γ frei. Dies resultiert in einer Aktivierung 
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des JAK/STAT-Signalwegs (engl.: Janus kinase), was den Transkriptionsfaktor IRF1 (engl.: interferon 
regulatory factor 1) aktiviert, der wiederum die Transkription von PD-L1 aktiviert. Konsekutiv wird die 
Expression von PD-L1 an der Tumorzelloberfläche gesteigert (Abb. 6). Antikörper, welche gegen das 
PD-1/PD-L1-System gerichtet sind, können diesen negativen Rückkopplungsmechanismus unterbre-
chen, um die antitumorale Immunantwort wiederherzustellen (Kalbasi & Ribas, 2020). Neben der 
membranständigen Form von PD-L1 wurden immunzytologisch auch eine zytoplasmatische und eine 
nukleäre Subform differenziert (Satelli et al., 2016; Qu et al., 2017). Von besonderer Bedeutung als 
möglicher Biomarker ist eine lösliche Form von PD-L1 im Serum (sPD-L1, engl.: soluble/serum PD-
L1). Die Funktion und der Ursprung von sPD-L1 sind nicht genau verstanden. Sowohl APC und DC als 
auch Tumorzellen können eine Quelle für sPD-L1 darstellen (Wu, Y. et al., 2019). Der Erfolg einer 
Therapie mit PD-L1-Inhibitoren erschien abhängig von der sPD-L1-Konzentration im Serum der Pati-
enten (Zhu & Lang, 2017). 
 
3.5 Klinik und Diagnostik 
Die klassische Symptomtrias aus Hämaturie, tastbarem abdominellem Tumor und Flankenschmerzen 
tritt nur bei etwa 9% der Patienten bei Diagnosestellung auf und weist auf einen bereits sehr fortge-
schrittenen lokoregionalen Befund hin. Die meisten Tumore bleiben jedoch in frühen Stadien symptom-
los (Skinner et al., 1971). Eine Varikozele, meist linksseitig, welche sich im Liegen nicht entleert, kann 
zudem hinweisgebend für einen Tumorzapfen in der Nierenvene sein, welcher die Gonadalvene okklu-
diert. Sie tritt bei bis zu 11% der erkrankten Männer auf (Pinals & Krane, 1962). Reicht ein solcher 
Tumorzapfen bis in die Vena cava inferior, kann es zudem zu Lungenarterienembolien kommen. Zu-
sätzlich können unspezifische Allgemeinsymptome wie Fieber, Anämie oder Kachexie auftreten oder 
paraneoplastische Syndrome durch ektope Hormonbildung entstehen, im Rahmen derer es beispiels-
weise zu Hypercalzämien kommen kann (Gold et al., 1996). Tritt eine Leberdysfunktion ohne das Vor-
handensein von Lebermetastasen auf, wird dies als Stauffer-Syndrom bezeichnet und kann bei bereits 
therapierten Patienten auf ein Rezidiv hindeuten (Chuang et al., 1997).  
Wie oben bereits beschrieben, werden weit über 50% der RCCs zufällig als inzidentelle Karzinome 
diagnostiziert, bevor sie Symptome verursachen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose haben bereits etwa 
30% der Patienten Metastasen entwickelt (Ritchie & Chisholm, 1983), bei weiteren 30% kommt es im 
fortschreitenden Krankheitsverlauf auch noch nach chirurgischer Tumorresektion zu Fernmetastasen 
oder Lokalrezidiven (Rabinovitch et al., 1994). Das RCC metastasiert hämatogen, bei über 50% der 
Patienten sind die Metastasen pulmonal lokalisiert. Weitere häufige Metastasierungsorte sind regionale 
Lymphknoten (41,5%), Knochen (33,5%), Leber (17%) und das ZNS (9,8%; Chandrasekar et al., 2017). 
Patienten mit ungeklärter Hämaturie oder anderen Symptomen, welche auf ein RCC zurückzuführen 
sein könnten, sollten zeitnah eine bildgebende Diagnostik erhalten, da eine frühzeitige operative Tumor-
entfernung die einzige kurative Therapiemöglichkeit darstellt. Ziele der Diagnostik sind die Unterschei-
dung von benignen und malignen Raumforderungen, die präoperative Bestimmung von Tumorgröße 
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und -ausdehnung sowie die Detektion von Metastasen. Während die Sonographie eine praktikable, nicht 
invasive und breit verfügbare Untersuchungsmethode zur Identifizierung benigner Zysten darstellt, sind 
die CT und die MRT ihr in ihrer Sensitivität und Spezifität überlegen. Sie ermöglichen eine genaue 
Darstellung der lokalen Tumorausdehnung und einer möglichen Gefäßinvasion und spielen somit eine 
essentielle Rolle in der Planung der operativen Tumorresektion (Ljungberg et al., 2019).  
 
3.6 Staging 
Die TNM-Klassifikation (engl.: tumor, node, metastasis) von 2017 der UICC (Union for international 
cancer control) ist die geläufigste Einteilung, um die Ausdehnung eines RCCs zu beschreiben (Rini et 
al., 2017). Sie wird für alle histologische Subtypen verwendet. Es wird zwischen folgenden T-Stadien 
unterschieden: 
 
 TX: Primärtumor nicht beurteilbar 
 T0: Kein Nachweis eines Primärtumors 
 T1: Tumor ≤ 7 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T1a: Tumor ≤ 4 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T1b: Tumor > 4 cm, aber ≤ 7 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T2: Tumor > 7 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T2a: Tumor > 4 cm, aber ≤ 10 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T2b: Tumor > 10 cm in der größten Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
 T3: Tumorausdehnung in größere Venen oder perirenales Gewebe, jedoch nicht in die ipsilate-
rale Nebenniere oder über die Gerotafaszie hinaus 
 T3a: Tumorausdehnung in die Nierenvene oder in deren segmentale Äste, oder Invasion 
in das Nierenbeckenkelchsystem, oder in perirenales Fettgewebe 
 T3b: Tumorausdehnung in die Vena cava unterhalb des Diaphragmas 
 T3c: Tumorausdehnung in die Vena cava oberhalb des Diaphragmas oder Invasion in 
die Wand der Vena cava 
 T4: Tumorausdehnung über die Gerotafaszie hinaus, kontinuierliche Ausbreitung in die ipsila-
terale Nebenniere eingeschlossen 
Der Buchstabe N definiert den Lymphknotenstatus, wobei N1 das Vorhandensein von regionalen 
Lymphknotenmetastasen beschreibt und N0 das Fehlen ebendieser. NX steht dafür, dass keine Aussage 
über den Lymphknotenstatus getroffen werden kann. 
Mit dem Buchstaben M wird analog hierzu der Status der Fernmetastasierung beschrieben. M1 be-
schreibt wieder das Vorhandensein einer oder mehrerer Fernmetastasen, M0 die Metastasenfreiheit. Ge-
mäß dieser Klassifikation werden verschiedene Prognosestadien festgelegt (Tab. 3).  
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Tabelle 3: Stadieneinteilung nach UICC, 2017 (Rini et al., 2017) 
UICC-Stadium T-Stadium N-Stadium M-Stadium 
I T1 N0 M0 
II T2 N0 M0 
III T1/T2 N1 M0 
  T3 Jedes N M0 
IV T4 Jedes N M0 
  Jedes T Jedes N M1 
 
3.7 Prognostische Faktoren 
3.7.1 UICC Stadien 
Bei Patienten mit einem lokal begrenzten RCC bietet die chirurgische Tumorresektion einen kurativen 
Therapieansatz. Da das RCC jedoch bei vielen Patienten lange Zeit symptomlos bleibt, wird die Diag-
nose häufig erst gestellt, wenn der Tumor bereits lokal fortgeschritten oder metastasiert ist. Zudem treten 
bei zahlreichen Patienten mit initial resektablen Tumoren im Krankheitsverlauf Rezidive oder Fernme-
tastasen auf.  
Während Patienten mit RCCs in frühen Stadien generell sehr gute 5-Jahres-Überlebensraten nach Tu-
morresektion aufweisen, nämlich, je nach Publikation, 90%-100% im Stadium I und 75-95% im Sta-
dium II (Pantuck et al., 2001), scheint die Prognose deutlich ungünstiger auszufallen, wenn der Tumor 
in diesen Stadien bereits einen Einbruch in das Nierenbeckenkelchsystem zeigte. Die 5-Jahres-Überle-
bensrate sank in diesen Fällen auf 43% (Verhoest et al., 2009). 
Die 5-Jahres-Überlebensraten bei Patienten im Stadium III, welche sich einer Tumornephrektomie un-
terzogen, reichen von 59-70% (Pantuck et al., 2001), wobei Unklarheit darüber herrscht, ob die Tumor-
ausdehnung in das perinephritische Fettgewebe für sich genommen schon einen negativen Effekt auf 
die Prognose haben könnte (Siemer et al., 2005; Chevinsky et al., 2015). Hingegen konnte gezeigt wer-
den, dass bei Patienten im Stadium IIIa die Tumorgröße einen signifikanten Einfluss auf das Überleben 
hat. So beträgt die 10-Jahres-Überlebensrate für Patienten mit Tumoren < 4 cm 77%, zwischen 4 cm 
und 7 cm 54% und > 7 cm 46% (Siddiqui et al., 2007). 
Bei Patienten mit metastasierter Erkrankung (UICC Stadium IV) zeigen sich deutlich schlechtere Er-
gebnisse. Bei Patienten, welche sich keiner Behandlung unterziehen, liegt die 5-Jahres-Überlebensrate 
unter 10% (Motzer et al., 1999). Während unter systemischer Therapie mit Zytokinen die durchschnitt-
liche Überlebenszeit bei etwas über einem Jahr lag, können mittlerweile durch den Einsatz gezielter 
Krebstherapien und Immuntherapien mittlere Überlebensraten von ca. 28 Monaten erreicht werden 
(Heng, Choueiri et al., 2014; Motzer, Hutson et al., 2013). Bereits im Jahr 1999 wurde nach der Analyse 
retrospektiver Daten des Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) in New York ein Scoring-
System entwickelt (Tab. 4), anhand dessen sich die Patientenpopulation mit metastasierter Erkrankung 
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in drei Prognosegruppen einteilen lässt (Tab. 5; Motzer et al., 1999). Die fünf Variablen, aus denen das 
Modell initial bestand, nämlich der Karnofsky-Index, der Hämoglobinspiegel, der korrigierte Serum-
Calciumspiegel, die Konzentration der Lactatdehydrogenase (LDH) und ob eine Tumornephrektomie 
durchgeführt wurde oder nicht, schienen in einer multivariaten Datenanalyse das Überleben der Patien-
ten signifikant zu beeinflussen. Dieses Scoring-System wurde wiederholt extern validiert und seine Gül-
tigkeit bestätigt (Mekhail et al., 2005).  
 
Tabelle 4: Motzer-/MSKCC-Score (Motzer et al., 1999) 
Kriterium 1 Punkt 0 Punkte 
Zeit von der Diagnosestellung 
bis zum Beginn einer systemi-
schen Therapie 
 
Weniger als 1 Jahr 
 
Mehr als 1 Jahr 
  
Hämoglobinspiegel 
Unter dem Normwert 
(♂: < 13,5 g/dl; ♀: < 12,0 g/dl) 
Über der unteren Normwert-
grenze 
(♂: > 13,5 g/dl; ♀: > 12,0 g/dl) 
Korrigiertes Serum-Calcium Über 10 mg/dl Unter 10 mg/dl 
Laktatdehydrogenase (LDH) 
  
Über dem 1,5-fachen Normwert 
(=140 U/l) 
Unter dem 1,5-fachen Norm-
wert (=140 U/l) 
Karnofsky-Index Unter 80% Über 80% 
 
Tabelle 5: Prognosegruppen nach Motzer (Motzer et al., 1999) 
Punktwert im Motzer-Score Risikogruppe Mediane Überlebenszeit 
0 Niedriges Risiko 30 Monate 
1-2 Mittleres Risiko 14 Monate 
3-5 Hohes Risiko 5 Monate 
 
2013 wurde dieses Modell mit dem International Metastatic RCC Database Consortium (IMDC-) Sco-
ring-Modell (Tab. 6) verglichen. Obwohl die beiden Modelle sich ähneln, verfügt das IMDC-Modell 
sowohl über eine genauere prognostische Aussagekraft als auch über eine höhere Genauigkeit im Falle 
von Reklassifizierungen (Tab. 7; Heng et al., 2013). Zudem konnte es auch für Patienten, welche mit 
Immuncheckpoint-Inhibitoren therapiert werden, validiert werden (Yip et al., 2017).  
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Tabelle 6: IMDC-Risikomodell beim metastasierten RCC (Heng et al., 2009) 
Kriterium 1 Punkt 0 Punkte 
Zeit von der Diagnosestellung 
bis zum Beginn einer systemi-
schen Therapie 
 
Weniger als 1 Jahr 
 
Mehr als 1 Jahr 
  
Hämoglobinspiegel 
Unter dem Normwert 
(♂: < 13,5 g/dl; ♀: < 12,0 g/dl) 
Über der unteren Normwert-
grenze 
(♂: > 13,5 g/dl; ♀: > 12,0 g/dl) 
Korrigiertes Serum-Calcium Über 10 mg/dl Unter 10 mg/dl 
Anzahl der neutrophilen Gra-
nulozyten 
Über dem oberen Grenzwert 
(~2.0-7.0×10⁹ Zellen/l) 
Unter dem oberen Grenzwert 
(~2.0-7.0×10⁹ Zellen/l) 
Thrombozytenzahl Über dem oberen Grenzwert 
(~150,000-400,000 Zellen/µl) 
Unter dem oberen Grenzwert 
(~150,000-400,000 Zellen/µl) 
Karnofsky-Index Unter 80% Über 80% 
 
Tabelle 7: Risikogruppen nach IMDC (Heng et al., 2013) 
Punktwert Risikogruppe Mediane Überlebenszeit 
0 Niedriges Risiko (low risk) 43,2 Monate 
1-2 Mittleres Risiko (intermediate 
risk) 
22,5 Monate 
3-6 Hohes Risiko (high risk) 7,8 Monate 
 
3.7.2 Tumorgrading und klinische Aspekte 
Ob und inwiefern der histopathologische Subtyp die Prognose beeinflusst, konnte bis jetzt nicht ab-
schließend geklärt werden. Während Patard et al. keine prognostischen Unterschiede zwischen klarzel-
ligen oder papillären RCCs identifizieren konnten, kamen Leibovich et al. zu dem Ergebnis, dass 
ccRCCs mit einer schlechteren Prognose verbunden sind (Patard et al., 2005; Leibovich et al., 2010). 
Es wird zudem davon ausgegangen, dass seltenere Entitäten, wie zum Beispiel Ductus-Bellini-Karzi-
nome oder RCCs mit sarkomatoiden Anteilen mit einer niedrigeren Lebenserwartung assoziiert sind als 
klarzellige oder papilläre RCCs (Golshayan et al., 2009).  
Weiterhin stellt das histologische Tumorgrading einen wichtigen prognostischen Faktor beim RCC dar. 
Das am häufigsten verwendete Klassifikationssystem nach Fuhrmann unterscheidet in vier Stadien ab-
hängig von Zellkernmorphologie, -größe und dem Vorhandensein von Nucleoli und Mitosen (Novara 
et al., 2007). Die krankheitsspezifischen Überlebensraten bezogen auf das histologische Grading betra-
gen für Stadium I 89%, für Stadium II 65% und für Stadium III bis Stadium IV 45% (Tsui et al., 2000).  
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Zusätzlich zu den genannten anatomischen Gesichtspunkten können auch klinische Aspekte das Über-
leben beeinflussen. So gehen beispielsweise ein niedriger Leistungsstatus, ermittelt durch den Kar-
nofsky-Index oder den etwas vereinfachten ECOG-Score (engl.: „Eastern Cooperative Oncology Group 
Performance Status“), das Auftreten von Symptomen, paraneoplastischen Syndromen oder Adipositas 
mit einer schlechteren Prognose einher (Patard et al., 2004; Calle et al., 2003). Der Karnofsky-Index 
und der ECOG-Score sind hierbei Systeme, welche das allgemeine Wohlbefinden und die Möglichkeit 
des Ausübens der Aktivitäten des täglichen Lebens bei Krebspatienten objektivierbar machen sollen. 
Um die Prognose für einen Patienten, der an einem RCC erkrankt ist, bestmöglich einschätzen zu kön-
nen, müssen also sowohl die anatomische und histologische Tumoreinteilung als auch die klinischen 
Prognoseparameter zusammengeführt werden. Das Prognosemodell, welches in der klinischen Praxis 
häufig Verwendung findet und neben den oben beschriebenen Scoring-Systemen nicht nur Patienten im 
metastasierten Stadium berücksichtigt, wurde von Zisman et al. unter dem Namen UISS (University of 
California, Los Angeles integrated staging system) etabliert. Es kombiniert das TNM-System mit dem 
ECOG-Performance-Score und der Fuhrmann-Klassifikation und ermöglicht so eine akkurate Eintei-
lung der Patienten in fünf Prognosegruppen (Zisman et al., 2001). 
 
3.7.3 Molekulare Marker 
DNA-Microarrays (engl.: desoxy ribuncleic acid) aus Tumorgewebe ermöglichen die simultane Unter-
suchung und den Vergleich der histologischen und immunhistochemischen Merkmale verschiedener 
Tumoren, wodurch möglicherweise prognostische Indikatoren für das RCC identifiziert werden können. 
Obwohl zum jetzigen Zeitpunkt keiner dieser Faktoren klinische Anwendung in der Diagnostik oder 
Therapieplanung findet, scheinen einige dieser Faktoren vielversprechende prognostische Marker bei 
Patienten mit ccRCC zu sein (Kosari et al., 2005). Im Folgenden sind Beispiele für Marker genannt, 
welche potenziell mit einer schlechteren Prognose für Patienten mit ccRCC verbunden sein könnten: 
 Expression von PD-L1 an der Oberfläche von Tumorzellen (Thompson & Kwon, 2006) 
 Niedrige Expressionsspiegel der Carboanhydrase 9 (CA-IX) (Li et al., 2008) 
 Hohe Expressionsspiegel des Proliferationsmarkers Ki-67 (Bui et al., 2004) 
 Hohe Expressionsspiegel von HIF-1 (Klatte et al., 2007) 
 Expression des onkofötalen RNA-bindenden Proteins IMP3 (Jiang et al., 2006) 
 Deletion des Chromosoms 9 (La Rochelle et al., 2010) 
Diese und weitere Marker sind aktuell Gegenstand der Forschung bei der Suche nach Faktoren, welche 
die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens von Tumoren auf zielgerichtete medikamentöse Tumorthera-
pien vorhersagen könnten. Sie bieten gleichzeitig neue Ansatzpunkte für diese zielgerichteten Therapien 




Die Therapie des Nierenzellkarzinoms richtet sich maßgeblich nach dem Tumorstadium bei Diagnose-
stellung und der Prognose des Patienten. Während in niedrigen Tumorstadien chirurgische Therapie-
maßnahmen im Vordergrund stehen, stellen im metastasierten Erkrankungsstadium zielgerichtete 
molekulare Therapien und Immuntherapien das Mittel der Wahl dar.  
 
3.8.1 Chirurgische Tumorresektion 
In den UICC-Stadien I-III kann das RCC mit einer kurativen Zielsetzung chirurgisch behandelt werden. 
Unter Berücksichtigung diverser Faktoren wie beispielsweise der Tumorgröße und -lokalisation, der 
Nierenfunktion und dem Vorhandensein von multiplen oder bilateralen Tumoren oder einer funktionel-
len Einzelniere wird zwischen verschiedenen operativen Herangehensweisen gewählt.  
Eine radikale Tumornephrektomie sollte bei Tumoren >7 cm und bei zentral gelegenen Tumoren erfol-
gen. Zudem gilt eine Nephrektomie als indiziert, wenn ein Lymphknotenbefall, eine Veneninvasion oder 
ein Befall der ipsilateralen Nebenniere vorliegt. Sollte letzteres der Fall sein, können in einigen Fällen 
durch die zusätzliche Resektion der Nebenniere auch RCCs im Stadium IV potenziell kurativ therapiert 
werden (Ljungberg et al., 2019). Die Nebennierenresektion gehört, davon abgesehen, nicht mehr zum 
Standardvorgehen bei radikaler Nephrektomie (Kuczyk et al., 2002). Die radikale Nephrektomie kann 
laparoskopisch oder offen chirurgisch durchgeführt werden, wobei die beiden Verfahren onkologisch 
als gleichwertig zu betrachten sind (Colombo et al., 2008). Die offene radikale Nephrektomie kann 
durch lumbale, transperitoneale oder thorakoabdominelle Zugänge erfolgen. Zudem kann die Nephrek-
tomie retroperitoneoskopisch oder roboterassistiert durchgeführt werden. Die laparoskopische radikale 
Nephrektomie hat das offen chirurgische Vorgehen auf Grund von besseren Ergebnissen in Bezug auf 
postoperative Schmerzen und Erholungsdauer in den meisten Zentren bei einer Tumorgröße von <10 
cm abgelöst (Burgess et al., 2007). Unabhängig vom gewählten operativen Verfahren sollte stets ver-
sucht werden, das Resektat intakt zu bergen und nicht zu zerkleinern, um eine möglichst akkurate pa-
thologische Untersuchung zu ermöglichen (Cohen et al., 2005). 
Bei einer Tumorgröße von ≤ 7 cm sollte, wenn technisch möglich, eine Nierenteilresektion erfolgen, um 
möglichst viel gesundes Nierenparenchym und somit einen Teil der Nierenfunktion zu erhalten (Ljung-
berg et al., 2019). Dies gilt insbesondere für Patienten, die nur über eine funktionierende Niere verfügen, 
einen bilateralen Befall aufweisen oder ohnehin schon unter einer Einschränkung der Nierenfunktion 
im Sinne einer chronischen Nierenerkankung leiden (Huang et al., 2006). Onkologisch gelten die radi-
kale und die partielle Nephrektomie als gleichwertig (Van Poppel et al., 2011). Auch bei der Nierenteil-
resektion haben sich offen chirurgische, retroperitoneoskopische und robotisch assistierte 
Operationstechniken etabliert. Obwohl die laparoskopische Nierenteilresektion eine technisch an-
spruchsvolle Operation darstellt, zeigten sich für die roboterassistierte laparoskopische Nierenteilresek-
tion vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf perioperativen Blutverlust, Komplikationsraten und 
Krankenhausverweildauer im Vergleich zur offenen Nierenteilresektion (Wu, Z. et al., 2014). 
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Obwohl bei Patienten mit metastasierter Erkrankung eine kurative Tumornephrektomie nicht mehr mög-
lich ist, kommt bei gewissen Patienten vor Beginn einer systemischen Therapie eine zytoreduktive Tu-
mornephrektomie in Betracht, um die die Tumormasse zu verringern und um möglichst ein 
Gleichgewicht zwischen Tumor- und immunkompetenten Zellen wiederherzustellen (Heng, Wells et 
al., 2014).  
Bei speziell ausgewählten Patienten kann zudem die Möglichkeit der Metastasenresektion in Betracht 
gezogen werden, um das Überleben zu verlängern (Alt et al., 2011). 
 
3.8.2 Aktive Überwachung 
Ältere Patienten und vor allem Patienten mit ausgeprägten Vorerkrankungen sind in vielen Fällen für 
eine chirurgische Tumorresektion nicht geeignet, da bei ihnen eine Operation nur mit sehr hohem Ope-
rationsrisiko durchführbar wäre (Santos Arrontes et al., 2008). Zudem wachsen die meisten kleineren 
RCCs sehr langsam, haben eine geringe Metastasierungsneigung und verursachen nur selten Symptome 
(Lamb et al., 2004). Unter diesen Umständen kann eine aktive Tumorüberwachung mit periodischer 
Reevaluation einen sinnvollen Therapieansatz darstellen (Wehle et al., 2004).  
 
3.8.3 Chemo-, Hormon- und Radiotherapie 
Gegenwärtig besitzen weder gängige Chemotherapeutika noch Hormontherapien einen Stellenwert in 
der Therapie des RCC, da das RCC als weitestgehend chemotherapieresistent gilt (Yagoda et al., 1993). 
Lediglich bei seltenen Sammelrohrkarzinomen oder medullären RCCs werden platinhaltige Chemothe-
rapeutika angewendet (Oudard et al., 2007). 
Ebenfalls als resistent gelten RCCs für Radiotherapien, lediglich in der Behandlung von solitären oder 
wenigen Metastasen beispielsweise im Gehirn oder in der Behandlung von schmerzhaften Knochenme-
tastasen kann die Radiotherapie eine Behandlungsalternative sein (Lutz et al., 2017; Sperduto et al., 
2018).  
 
3.8.4 Adjuvante Therapiemaßnahmen 
Bis dato konnten keine Vorteile der Durchführung einer adjuvanten zielgerichteten systemischen The-
rapie oder einer adjuvanten Immuntherapie gezeigt werden. Insbesondere zeigte sich bis jetzt für keine 
getestete Substanz in der adjuvanten Anwendung ein Überlebensvorteil, sondern lediglich ein Anstieg 
der Rate an unerwünschten Arzneimittelnebenwirkungen. Insofern wird von der Durchführung einer 




3.8.5 Molekulare zielgerichtete Therapie 
Durch genaueres Verständnis der oben beschriebenen molekularen Pathogenese des RCC konnten der 
VEGF-Signalweg und der mTOR-Signalweg als wichtige Angriffspunkte für therapeutische Interven-
tionen bei Patienten mit unresektablen Tumoren oder bei Patienten mit metastasierter Erkrankung iden-
tifiziert werden. 
 
3.8.5.1 Antiangiogenetische Therapie (VEGF-Signalweg-Inhibitoren) 
Es existieren zwei unterschiedliche Ansätze, um den VEGF-Signalweg zu blockieren: Zum einen wer-
den niedermolekulare Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) verwendet, um die intrazelluläre Domäne des 
VEGF-Rezeptors zu blockieren, zum anderen wird der monoklonale VEGF-Antikörper Bevacizumab 
eingesetzt, um zirkulierendes VEGF zu binden und eine Aktivierung des VEGF-Rezeptors zu verhin-
dern. Die Therapie mit VEGF-Inhibitoren weist eine signifikante Toxizität auf, sodass unerwünschte 
Arzneimittelwirkungen regelhaft auftreten und zum Therapieabbruch oder zum Wechsel auf eine andere 
Substanz führen. In unterschiedlichen Häufigkeiten und abhängig von der eingesetzten Substanz kommt 
es zu arterieller Hypertonie, arteriellen und venösen thrombembolischen Ereignissen, linksventrikulärer 
Dysfunktion, Myokardischämie, Blutungen, Fatigue, Diarrhoen, akutem Nierenversagen, Darmperfora-
tionen und -fistelbildung, Myleodepression, Hypothyreose, Hepatotoxizität, Sarkopenie, Stomatitis, 
prolongierter Wundheilung, zum Auftreten einer palmar-plantaren Erythrodysästhesie, zur Entstehung 
von Aortendissektionen oder -aneurysmen sowie zum Auftreten zahlreicher weitere Symptome (Ran-
pura et al., 2011; Schutz et al., 2012; Sivendran et al., 2012). Nachfolgend findet sich eine Beschreibung 
der beim RCC eingesetzten Substanzen dieser Wirkstoffgruppe. 
 
Pazopanib: 
Pazopanib ist ein oraler Wirkstoff, der die mit dem VEGFR, PDGFR und dem Kit-Rezeptor assoziierten 
RTKs inhibiert. Die Aktivität von Pazopanib konnte initial in einer Phase-III-Studie nachgewiesen wer-
den, in der 435 Patienten in niedriger oder mittlerer Risikogruppe randomisiert entweder Pazopanib oder 
Placebo erhielten, wobei ungefähr die Hälfte der Patienten zuvor eine Zytokintherapie erhalten hatten. 
Verglichen mit Placebo führte die Gabe von Pazopanib zu einem signifikanten Anstieg der progressi-
onsfreien Überlebenszeit (PFS, engl.: progression free survival) von median 9 vs. 4 Monate. Es konnte 
jedoch keine signifikante Verbesserung des Gesamtüberlebens gezeigt werden, was am ehesten auf die 
hohe Rate an Crossover-Therapien und auf den Einsatz von anderen Therapieoptionen nach Progression 
bei Patienten im Placebo-Arm zurückzuführen ist (Sternberg et al., 2010).  
 
Sunitinib: 
Sunitinib ist ein TKI, der sowohl den VEGFR als auch weitere mit dem PDGFR assoziierte RTKs inhi-
biert. Die orale Gabe von Sunitinib erfolgt aktuell in einem Schema von 2 Wochen Einnahme gefolgt 
von einer Woche Therapiepause, um die unerwünschten Effekte der Therapie zu reduzieren (Najjar et 
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al., 2014). Der Nutzen von Sunitinib wurde zuerst in einer Phase-III-Studie an 750 Patienten gezeigt, 
welche in überwiegender Mehrzahl einer guten oder mittleren Prognosegruppe zugeordnet werden 
konnten. Die Patienten wurden auf zwei Gruppen randomisiert, eine Gruppe erhielt Sunitinib, die andere 
Gruppe IFN-. Es zeigte sich eine signifikant höhere Therapieansprechrate, ein signifikant verlängertes 
PFS von median 11 vs. 5 Monate sowie ein signifikant verlängertes Gesamtüberleben von median 26,4 
vs. 21,8 Monate (Motzer et al., 2009).  
Sunitinib und Pazopanib wurden in zwei unterschiedlichen randomisierten Studien miteinander vergli-
chen, wobei sich eine ähnliche Effektivität beider Wirkstoffe zeigte. Eine höhere Sicherheit und eine 
höhere Lebensqualität sahen die Autoren dieser Studien jedoch bei der Anwendung von Pazopanib 
(Motzer, Hutson et al., 2013). In der PISCES-Studie erhielten 169 Patienten doppel-verblindet entweder 
zuerst Pazopanib und im Anschluss Sunitinib oder umgekehrt. Primärer Endpunkt der Studie war die 
Präferenz der Patienten für eine der beiden Substanzen, wobei sich auf Grund des günstigeren Neben-
wirkungsprofils die große Mehrheit der Patienten (70% vs. 22%) für Pazopanib entschieden (Escudier 
et al., 2014). 
 
Cabozantinib: 
Cabozantinib ist ein niedermolekularer TKI, der ebenfalls den VEGFR als Angriffsziel hat. Zudem in-
hibiert Cabozantinib das c-Met Protoonkogen. Cabozantinib wurde zum einen mit Everolimus bei zuvor 
bereits behandelten Patienten und zum anderen mit Sunitinib bei zuvor unbehandelten Patienten vergli-
chen. In der Phase-III METEOR-Studie wurden 658 zuvor bereits behandelte Patienten auf die Gabe 
von Cabozantinib oder Everolimus randomisiert. Alle eingeschlossenen Patienten hatten einen Progress 
nach Erhalt eines VEGF-TKI gezeigt, 69% waren zuvor mit nur einem, 31% mit zwei oder mehr ver-
schiedenen Therapieregimen behandelt worden. Es zeigte sich sowohl eine signifikante Verlängerung 
des medianen PFS (7,4 vs. 3,9 Monate) als auch des medianen Gesamtüberlebens (21,4 vs. 17,1 Mo-
nate), jedoch zeigte sich auch eine signifikante Toxizität unter Gabe von Cabozantinib. So erlitten 68% 
der mit Cabozantinib behandelten Patienten schwerwiegende Nebenwirkungen (Choueiri et al., 2015). 
In der CABOSUN-Studie erhielten 157 Patienten mit intermediate- bis high-risk metastasiertem RCC, 
welche zuvor noch keine Therapie erhalten hatten, randomisiert täglich entweder Cabozantinib oder 
Sunitinib. Es konnte eine signifikante Verlängerung des PFS (8,6 vs. 5,3 Monate) sowie eine nicht-
signifikante Erhöhung des Gesamtüberlebens (26,6 vs. 21,2 Monate) bei vergleichbarem Risikoprofil 
zwischen beiden Substanzen gezeigt werden. Das Nebenwirkungsprofil entsprach ebenfalls in etwa der 
während der METEOR-Studie für Cabozantinib beobachteten Toxizität (Choueiri, Halabi et al., 2017). 
 
Sorafenib: 
Sorafenib ist ein potenter, oral verfügbarer, niedermolekularer Inhibitor verschiedener RTKs, ein-
schließlich VEGFR2, FLT3 (engl.: fms like tyrosine kinase 3), PDGFR und FGFR1 (engl.: fibroblast 
growth factor receptor-1). Es inhibiert zudem C-Raf und sowohl Wildtyp als auch mutiertes B-Raf. Der 
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Einsatz von Sorafenib ist hauptsächlich limitiert auf den Einsatz als Zweit- oder Drittlinientherapeuti-
kum. Bei zuvor unbehandelten Patienten hat Sorafenib keinen Stellenwert. Im Vergleich von Sorafenib 
mit IFN- bei zuvor unbehandelten Patienten konnte zwar eine höhere Lebensqualität, jedoch keine 
Verlängerung des PFS gezeigt werden (Escudier et al., 2009). Bei zuvor bereits mittels Zytokintherapie 
behandelten Patienten, die darunter einen Progress gezeigt hatten, wurde Sorafenib gegen Placebo in 
einer Phase-III-Studie randomisiert. Hier zeigte sich ein signifikant verlängertes PFS (5,5 vs. 2,8 Mo-
nate), ohne eine signifikante Verlängerung des Gesamtüberlebens nachweisen zu können (Escudier, Ei-
sen et al., 2007). 
 
Axitinib: 
Axitinib, ebenfalls oral verfügbar, ist ein Inhibitor von VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3. Ein direkter 
Vergleich von Axitinib und Pazopanib oder Sunitinib als Initialtherapie bei zuvor unbehandelten Pati-
enten existiert aktuell nicht. Auch mit Cabozantinib wurde bis dato kein Vergleich als Zweitlinienthe-
rapie durchgeführt. In zwei kontrollierten, randomisierten Studien wurde Axitinib gegen Sorafenib 
sowohl bei zuvor unbehandelten als auch bei Patienten, welche zuvor eine Zytokin- oder VEGF-Inhi-
bitor-Therapie erhalten hatten, randomisiert. In beiden Studien wurde bei vergleichbarem Nebenwir-
kungsprofil ein Trend in Richtung eines verlängerten PFS gezeigt, ohne jedoch ein verlängertes 
Gesamtüberleben nachweisen zu können (Motzer, Escudier et al., 2013). 
 
Bevacizumab: 
Der monoklonale VEGF-Antikörper Bevacizumab bindet zirkulierendes VEGF, um die Interaktion mit 
dem VEGFR zu unterbinden. In zwei Phase-III-Studien wurde bei zuvor unbehandelten Patienten die 
Gabe von Bevacizumab mit IFN- gegen die Gabe von IFN- mit Placebo randomisiert. Es zeigte sich 
bei beiden Studien eine signifikante Verlängerung des PFS in den Bevacizumab plus IFN- Gruppen 
sowie ein Trend Richtung Verlängerung des Gesamtüberlebens in diesen Gruppen (Escudier, Pluzanska 
et al., 2007; Rini et al., 2010). Ein Vergleich zwischen einer Bevacizumab Monotherapie und einer IFN-
 Monotherapie existiert aktuell nicht.  
In der BEST-Studie wurden 331 Patienten, welche zuvor keine antiangiogenetische Therapie erhalten 
hatten, auf 4 verschiedene Gruppen randomisiert: Bevacizumab Monotherapie, Bevacizumab plus Tem-
sirolimus, Bevacizumab plus Sorafenib oder Sorafenib plus Temsirolimus. In Bezug auf das PFS konnte 
kein signifikanter Unterschied zwischen diesen 4 Gruppen gezeigt werden, die Rate an schwerwiegen-
den therapieassoziierten Nebenwirkungen war signifikant geringer in der Bevacizumab-Monotherapie-




Die Inhibitoren des oben beschriebenen mTOR-Signalwegs, Temsirolimus und Everolimus, zeigen nur 
in begrenztem Maße antitumorale Aktivität beim RCC, weswegen ihnen in der Therapie des metasta-
sierten RCC lediglich eine Nischenrolle zukommt. Sie werden lediglich bei Patienten, deren Erkrankung 
refraktär gegenüber der initialen Behandlung mit VEGFR-TKIs oder Immuncheckpoint-Inhibitoren ist, 
sowie bei Patienten mit nachgewiesenen Mutationen im PI3K-Signalweg eingesetzt. Die Therapie mit 
mTOR-Inhibitoren ist ebenfalls mit multiplen Nebenwirkungen assoziiert, wobei jedoch besonders 
schwerwiegende Ereignisse ungewöhnlich sind. Ungeachtet dessen werden lebensbedrohliche Neben-
wirkungen beschrieben. So kann es bei der Infusion von Temsirolimus zu Hypersensitivitäsreaktionen 
kommen (Hutson et al., 2008). Bei beiden Substanzen kann es, je nach Studie, bei 0,5% bis 5% aller 
behandelten Patienten zur Entwicklung einer Pneumonitis kommen (Dabydeen et al., 2012). 
 
Temsirolimus: 
Obwohl in randomisierten Studien eine antitumorale Aktivität von Temsirolimus bei fortgeschrittenem 
oder metastasiertem RCC nachgewiesen werden konnte, werden andere Therapieoptionen sowohl als 
Erst- als auch als Zweitlinientherapie präferiert. In einer Phase-III-Studie an 626 zuvor unbehandelten 
Patienten, die auf die Gabe von Temsirolimus als Monotherapie, IFN- als Monotherapie oder die kom-
binierte Gabe von Temsirolimus und IFN- randomisiert wurden, konnte ein signifikanter Anstieg des 
medianen Gesamtüberlebens durch die Gabe von Temsirolimus im Vergleich zu IFN- beobachtet wer-
den. Die Kombination beider Substanzen erzielte hier keinen Zusatznutzen (Hudes et al., 2007). 
In der INTORSECT-Studie erhielten 512 Patienten, welche einen Progress unter Sunitinib gezeigt hat-
ten, randomisiert entweder Temsirolimus oder Sorafenib, wobei das mediane Gesamtüberleben (12,3 
vs. 16,6 Monate) in der Temsirolimus-Gruppe signifikant geringer war (Hutson et al., 2014). Die Er-
gebnisse der BEST-Studie wurden bereits unter Bevacizumab beschrieben. 
 
Everolimus: 
Der oral applizierbare mTOR-Inhibitor Everolimus besitzt im Vergleich zu Placebo eine antitumorale 
Aktivität bei Patienten mit metastasiertem RCC, konnte sich aber im Vergleich mit anderen aktiven 
Substanzen nicht durchsetzen (Motzer et al., 2010). So wurden in der RECORD-3-Studie 471 zuvor 
unbehandelte Patienten entweder auf die Gabe von Everolimus oder Sunitinib randomisiert. Das PFS 
war signifikant schlechter unter Therapie mit Everolimus (7,9 vs. 10,7 Monate), auch nach Crossover 
von Everolimus auf Sunitinib zeigte sich ein geringeres PFS als nach dem Wechsel von Sunitinib auf 
Everolimus (Knox et al., 2017).  
Auch zeigte sich eine deutlich geringere Aktivität von Everolimus gegenüber Cabozantinib (METEOR-




Die Immuntherapie mit gegen Immuncheckpoint-Komponenten gerichteten monoklonalen Antikörpern 
ist mittlerweile als essenzieller Bestandteil in der Therapie des fortgeschrittenen RCC etabliert. Bereits 
im späten 19. Jahrhundert berichtete der Chirurg William Coley, dass die Injektion von abgetöteten 
Bakterien in Sarkome zur Tumorverkleinerung führen kann (Coley, 1891). Seitdem besteht eine enge 
Bindung zwischen Immunologie und Onkologie, welche über die Jahrzehnte zur Entwicklung eines 
breiten Spektrums an therapeutischen Optionen bei diversen Tumorentitäten geführt hat.  
Nachdem klar wurde, dass die chirurgische Tumornephrektomie bei Patienten mit metastasierter Er-
krankung eine Immunantwort auslöst, welche zu einer spontanen Remission von insbesondere Lungen-
metastasen führen konnte (Vogelzang et al., 1992), gelang im Verlauf der Nachweis einer antitumoralen 
Aktivität von Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2) und Interferon- (IFN-α). Diese Therapien bedeuteten 
allerdings nur für einen Bruchteil der behandelten Patienten einen klinischen Vorteil. 
 
3.8.6.1 Interferon- 
Der Einsatz von IFN- spielt heutzutage keine Rolle mehr in der Therapie des RCC. IFN- wurde 
mittlerweile durch deutlich wirksamere und nebenwirkungsärmere Wirkstoffe ersetzt. Während die Ak-
tivität einer IFN- Monotherapie in diversen großen, randomisierten Studien gezeigt werden konnte, 
war die Ansprechrate auf die Therapie kaum höher als 15%. Die mediane Zeit bis zum Ansprechen 
betrug näherungsweise 4 Monate. Das Ansprechen war zumeist nur partiell und dauerte selten länger 
als ein Jahr an. Die mediane Verlängerung des Gesamtüberlebens betrug 3,8 Monate. Auf Grund dieser 
Daten bot es sich an, die Therapie mit IFN- als Kontrollarm für zukünftige randomisierte Studien zu 
verwenden (Coppin et al., 2005). 
Auch die oben beschriebene Kombination von IFN- mit beispielsweise Bevacizumab oder anderen 
Substanzen konnte nicht zu einer Verbesserung des klinischen Outcomes führen. Ein ähnliches Maß an 
andauernder Langzeit-Remission wie durch die Hochdosis-Therapie mit Interleukin-2 (IL-2) konnte 
hierdurch nicht erreicht werden (Gore et al., 2010). 
 
3.8.6.2 Interleukin-2 
Die Therapie des RCC mittels hochdosierter intravenöser Gabe des Zytokins IL-2 kann bei einer gerin-
gen Anzahl der so behandelten Patienten zu einer Immunantwort führen, die in einer Tumorremission 
resultiert. Obwohl die Therapie mit IL-2 mit einer gravierenden Toxizität verbunden ist, hält die indu-
zierte Remission oft auch ohne weitere Therapien für mehrere Jahre an und die Mehrheit der Patienten, 
die komplett auf die Therapie ansprachen, bleibt lange Zeit rückfallfrei (Fyfe et al., 1995). In den Zeiten 
von deutlich besser verträglichen Therapieoptionen könnte IL-2 lediglich bei Patienten mit guter Prog-





Die zuvor verabreichten Immuntherapien (IFN-, IL-2) wurden weitestgehend durch den Einsatz der 
besser verträglichen Immuncheckpoint-Inhibitoren abgelöst. Immuncheckpoint-Inhibitoren sind mono-
klonale Antikörper, die spezifisch an ihre jeweiligen Antigene, die Immuncheckpoints, binden und so 
ihre immunsupprimierende Funktion unterbinden. Auf diese Weise wird eine verstärkte Immunantwort 
gegen die Tumorzellen ausgelöst. Obwohl die Toxizität der Immuncheckpoint-Inhibitoren deutlich ge-
ringer als bei früheren Immuntherapien ausfällt, treten auch unter dieser Therapie regelhaft schwerwie-
gende immuntherapieassoziierte Komplikationen (irAEs, engl.: immune-related adverse events) auf. 
Hierzu zählen unter anderen in unterschiedlicher Häufigkeit: Fatigue, Infusionsreaktionen, Stomatitis, 
Diarrhoe, Colitis, Hepatotoxizität, Pneumonitis, Autoimmunthyreopathie, Hypophysitis, Nebennie-
reninsuffizienz, Diabetes mellitus Typ 1 sowie das Auftreten von opportunistischen Infektionen. Da die 
Ursache zumeist eine generalisierte überschießende Immunantwort ist, kann durch temporäre Immun-
suppression mit beispielsweise Corticosteroiden, TNF--Antagonisten (engl.: tumor necrosis factor α) 
oder Mycophenolat Mofetil häufig eine Symptomlinderung erzielt werden, ohne die Therapie abbrechen 
zu müssen (Naidoo et al., 2015; Champiat et al., 2016).  
Beim RCC finden folgenden Immuncheckpoint-Inhibitoren Anwendung:  
 
PD-1-Antikörper:  Nivolumab, Pembrolizumab 
PD-L1-Antikörper:  Atezolizumab, Avelumab 
CTLA-4-Antikörper:  Ipilimumab 
 
Diese Substanzen werden untereinander kombiniert oder auch in Kombinationen mit den zuvor be-
schriebenen Substanzklassen eingesetzt und können hohe Ansprechraten bei geringerer Toxizität beim 
RCC erzielen. 
 
3.8.7 Therapieentscheidungen bei Patienten in fortgeschrittenem Erkrankungsstadium 
Die Auswahl der Therapie bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung ist seit der Einführung der 
Therapie mittels VEGF-Inhibitoren grundsätzlich abhängig von der individuellen Einteilung des Pati-
enten in 3 unterschiedliche Prognosegruppen, was auch noch nach Einführung der Immuncheckpoint-
Inhibitoren Gültigkeit besitzt (Yip et al., 2017).  
 
3.8.7.1 Initiale Therapie bei niedrigem Risiko 
Bei der Entscheidung, Patienten in der low-risk Prognosegruppe zu therapieren, müssen viele Faktoren 
miteinbezogen werden. Hierzu zählen die Tumorwachstumsrate, die Tumorlokalisation sowie das Vor-
handensein von tumorassoziierten Symptomen.  
Insbesondere bei asymptomatischen Patienten, die noch keine Therapie erhalten haben und nur eine 
gering ausgeprägte Krankheitslast aufweisen, kann eine aktive Überwachung angeboten werden. Eine 
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systemische Therapie sollte bei diesem Patientenkollektiv eingeleitet werden, sobald zusätzliche Läsio-
nen auftreten, bestehende Läsionen ein Wachstum aufweisen oder sobald Symptome auftreten. Sollte 
eine aggressivere Herangehensweise gewünscht sein, kann diesen Patienten eine Monotherapie mit 
VEGF-Inhibitoren, typischerweise mit Sunitinib oder Pazopanib, angeboten werden.  
Bei Patienten, die zwar in die low-risk Prognosegruppe eingeordnet werden, jedoch eine ausgeprägtere 
Krankheitslast aufweisen, an Symptomen leiden oder deren Erkrankung schneller voranschreitet, ist die 
Einleitung einer Therapie indiziert. Präferiert werden hier Kombinationstherapien aus entweder Nivo-
lumab mit Ipilimumab oder Pembrolizumab mit Axitinib. Für die kombinierte Gabe von Nivolumab 
und Ipilimumab konnte in der Check-Mate-214-Studie im Vergleich mit Sunitinib eine andauernde 
komplette Remission und ein langanhaltendes behandlungsfreies Überleben in 8% vs. 4% der Patienten 
mit niedrigem Risiko gezeigt werden, obwohl der Vergleich mit Sunitinib in dieser Studie zweideutige 
Ergebnisse lieferte – das Gesamtüberleben nach 30 Monaten betrug 80% vs. 85%, das PFS nach 30 
Monaten betrug 29% vs. 35% (Motzer, Rini et al., 2019).   
Die Kombinationstherapie aus Pembrolizumab und Axitinib sollte bei Patienten, welche die potenzielle 
Toxizität nicht tolerieren würden, nicht angewendet werden. Für diese Kombination zeigten sich im 
Vergleich mit Sunitinib Vorzüge sowohl im Gesamtüberleben als auch in den objektiven Ansprechraten 
(ORR, engl.: objective response rate). Obwohl die Daten in Bezug auf das Überleben der Patienten in 
der low-risk Gruppe noch nicht klar einzuordnen sind, zeigten sich nur wenige Todesfälle in beiden 
Gruppen, was auf eine insgesamt vergleichbar gute Verträglichkeit beider Therapieregime schließen 
lässt. Auch die vorliegenden Daten bezüglich des PFS und der kompletten Remissionsraten lassen bis 
zum aktuellen Zeitpunkt noch keine finale Bewertung zu. Es lässt sich zudem nicht sagen, ob die beo-
bachteten Vorzüge dieses Therapieregimes synergistisch oder additiv sind und somit auch durch eine 
sequentielle Gabe der Substanzen erreicht werden könnten (Rini et al., 2019). 
Auf Grund der Aktualität der publizierten Studien wäre eine abschließende Aussage, welches Therapie-
regime den größtmöglichen Erfolg verspricht oder in welcher Sequenz die unterschiedlichen Therapeu-
tika angewendet werden sollten, verfrüht. Für die low-risk Prognosegruppe wären gemäß der aktuellen 
Behandlungsleitlinie ebenfalls eine Kombinationstherapie von Avelumab und Axitinib, eine Pembroli-
zumab Monotherapie oder die alleinige Gabe eines VEGFR-Inhibitors möglich (Escudier et al., 2019).  
Die Kombination aus Avelumab und Axitinib im Vergleich zu einer Sunitinib Monotherapie bei low-
risk Patienten wies einen Vorteil in Bezug auf das PFS und die ORR auf, wobei eine Verbesserung des 
Gesamtüberlebens nicht gezeigt werden konnte (Motzer, Penkov et al., 2019). Eine Pembrolizumab 
Monotherapie kann bei Patienten, die auf Grund der Toxizität für andere Substanzen nicht geeignet 
erscheinen, erwogen werden. Ebenfalls kann bei Patienten, die für eine Immuntherapie entweder nicht 




3.8.7.2 Initiale Therapie bei mittlerem oder hohem Risiko 
Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse der oben bereits erwähnten Studien, sollten Patienten mit 
mittlerem oder hohem Risiko initial entweder mit einer Kombinationstherapie aus Nivolumab mit Ipi-
limumab oder mit einer Kombinationstherapie aus Pembrolizumab mit Axitinib behandelt werden. Da 
für die Kombination von Avelumab und Axitinib bis jetzt in randomisierten Studien kein Vorteil für das 
Gesamtüberleben in dieser Population gezeigt werden konnte, wird sie nicht zur Erstlinientherapie emp-
fohlen (Motzer, Penkov et al., 2019). 
Für die Kombinationstherapie aus Nivolumab und Ipilimumab im Vergleich mit Sunitinib bei zuvor 
unbehandelten Patienten mit mittlerem oder hohem Risiko konnte ein Vorteil für das Gesamtüberleben 
nach 30 Monaten (64% vs. 56%), für das PFS nach 30 Monaten (28% vs. 18%) sowie für die ORR (41% 
vs. 34%) und die Rate an kompletten Remissionen (11% vs. 2%) gezeigt werden (Motzer, Rini et al., 
2019). 
Für die Kombinationstherapie aus Pembrolizumab und Axitinib im Vergleich mit Sunitinib bei zuvor 
unbehandelten Patienten mit mittlerem oder hohem Risiko konnte ein Vorteil für das Gesamtüberleben 
nach 12 Monaten (87% vs. 71%), für das PFS nach 12 Monaten (56% vs. 40%) sowie für die ORR (56% 
vs. 30%) gezeigt werden (Rini et al., 2019). 
 
3.8.7.3 Therapieentscheidung nach Beendigung der initialen Therapie 
Patienten, die nach initialer Immuntherapie einen Progress ihrer Erkrankung zeigten und zuvor keine 
antiangiogenetische Therapie erhalten hatten, sollten eine Therapie mit einem VEGFR-Inhibitor erhal-
ten. Mögliche Optionen sind Axitinib, Cabozantinib, Sunitinib und Pazopanib. Falls zuvor keine Expo-
sition gegenüber Ipilimumab stattgefunden hat, kann zudem eine Kombinationstherapie aus Nivolumab 
und Ipilimumab angeboten werden (Grimm et al., 2019). 
Patienten, die nach initialer Kombinationstherapie aus VEGFR-Inhibitor und Immuntherapie einen Pro-
gress ihrer Erkrankung vorweisen, können eine Therapie mit einem alternativen VEGFR-Inhibitor, bei-
spielsweise mit Cabozantinib erhalten. Eine Kombination aus Nivolumab und Ipilimumab scheint hier 
ebenfalls möglich, wobei die Datenlage aktuell für eine solche Empfehlung nicht ausreicht. Diesen Pa-
tienten sollte, wenn möglich, eine Teilnahme an klinischen Studien, angeboten werden (McDermott, 
Lee et al., 2018).  
Bei Patienten, welche nach initialer Monotherapie mit einem VEGFR-Inhibitor einen Krankheitspro-
gress zeigen, ohne zuvor eine Immuntherapie erhalten zu haben, kann eine Behandlung mit Nivolumab 
durchgeführt werden, welche eine deutliche Verlängerung des Gesamtüberlebens sowie eine Verbesse-
rung der Lebensqualität verglichen mit Everolimus zeigen konnte (Motzer et al., 2015). Eine Kombina-
tionstherapie aus Nivolumab und Ipilimumab kann hier ebenfalls erfolgen, wobei der Evidenzgrad 
dieser Empfehlung gering ist (Hammers et al., 2017). Bei Patienten, welche ungeeignet für eine Immun-
therapie sind, kann die Gabe eines alternativen VEGFR-Inhibitors in Betracht gezogen werden (McDer-
mott, Lee et al., 2018). 
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4. Zielsetzung 
Die Therapie des Nierenzellkarzinoms mit Immuncheckpoint-Inhibitoren zur Blockade des PD-L1/PD-
1-Signalings stellt eine neue medikamentöse Therapieform dar. Jedoch ist das Ansprechen der Patienten 
auf diese Therapie sehr heterogen. Die Untersuchung und Identifizierung klinisch nutzbarer prädiktiver 
Biomarker wäre demnach wünschenswert.  
Zu möglichen Kandidaten für Biomarker zählen dabei insbesondere sowohl die Expression von PD-L1 
an Tumorzellen als auch die lösliche Form von PD-L1 (sPD-L1), welche im peripheren Blut nachweis-
bar ist. Die Verbindung zwischen PD-L1 gebildet in Tumorzellen und sPD-L1 im peripheren Blut sowie 
die Regulation von PD-L1 und sPD-L1 ist jedoch nicht hinreichend verstanden.   
 
In dieser Arbeit sollen daher die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden: 
 
1. Wie wird die Expression und Regulation von PD-L1 durch Zytokine an verschiedenen Zelllinien des 
Nierenzellkarzinoms beeinflusst? 
2. In welcher Verbindung steht die Expression von PD-L1 mit der löslichen Form von sPD-L1 im Zell-
überstand? 
3. Stehen die sPD-L1 Konzentrationen im Blutserum von Patienten mit Nierentumor in Verbindung 
mit der Tumorlast?  
 
Zur Klärung dieser Fragestellungen wurde die Expression von PD-L1 auf mRNA- und Proteinebene an 
vier verschiedenen Zelllinien des Nierenzellkarzinoms untersucht. Dabei wurde insbesondere die Sti-
mulation von PD-L1 durch den bekannten Stimulus IFN- getestet. Ferner wurden die Zellüberstände 
hinsichtlich des Vorhandenseins von sPD-L1 gemessen und getestet, inwiefern ein knock-down von PD-
L1 mit RNA-Interferenz durch siRNA die Konzentrationen von sPD-L1 im Zellüberstand beeinflusst. 
Begleitend dazu wurden die sPD-L1-Spiegel von Patienten vor und nach Tumorresektion im Blut ge-
messen, um mögliche Unterschiede bedingt durch die chirurgische Intervention auf sPD-L1 zu erfas-
sen.   
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5. Material und Methoden 
5.1 Material 
Tabelle 8: Geräte und Zubehör 
Gerät Modell Hersteller 
Autoklav VX-95 Systec, Dtl. 
Brutschrank Heracell 150i CO2-Inkubator Thermo Scientific, USA 








Laufkammer PowerPac Basic Bio-Rad, USA 
ELISA-Reader EMAX Molecular Devices, USA 
 Entwicklungsgerät/Imager Fluorchem 8900 Alpha Innotec, Dtl. 
 Feinwaage Type 1801 Sartorius, Dtl. 
 Gefriertruhe (-80°C) HeraFreeze HFU T Series Thermo Scientific, USA 
 Heizblock Thermomixer Comfort Eppendorf, Dtl. 
Lichtmikroskop Axiovert 200 Zeiss, Dtl. 
Magnetrührer RCT IKA, Dtl. 
Mikroplattenleser Dynatech MR 5000 Dynex Technologies, USA 
Netzgerät  
SDS-Gelelektrophorese 
PowerPac Basic Bio-Rad, USA 
Netzgerät Transfer-Blot PowerPac HC Bio-Rad, USA 
Neubauer-Zählkammer Neubauer Improved Marienfeld GmbH, Dtl. 






2,5; 10; 20; 100; 200; 1000µl Eppendorf, Dtl. 
10; 20; 100; 200; 1000µl Gilson, USA 
Pipettierhilfen Pipetus-Akku Hirschmann Laborgeräte, 
Dtl. 
Pipetboy 2 Integra, Dtl. 
Rollenmischer CAT RM5 Zipperer, Dtl. 





Peltier Thermo Cycler 200 
 
MJ Research, Kanada 
IQ5 Multicolour RT-PCR-Detec-
tion System  
Bio-Rad, USA 
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Transfer-Blot Semi-Dry Transfer Cell  Bio-Rad, USA 
Ultraschallbad Bransonic 12 Kobe, USA 
Western Blot-System Trans-Blot Turbo Bio-Rad, USA 









Biozym Scientific, Dtl. 
BioFuge Fresco Heraeus, Dtl. 





Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Beschreibung Hersteller 
Deckgläschen 24 x 60mm Menzel-Gläser, Dtl. 
Einmalhandschuhe Vasco Nitril White Braun, Dtl. 
Punktionskanülen MultiFly 21G Sarstedt, Dtl. 
Kryoröhrchen CryoPure Tube 1,8ml Sarstedt, Dtl. 















- mit Filter 
 
- ohne Filter 
- ohne Filter 
 
   
2,5µl, 10µl, 100µl, 200µl, 1000µl StarLab, UK & BioSp-
here, Italien 
20µl, 100µl, 200µl Sarstedt, Dtl. 
1000µl Eppendorf, Dtl. 
Reaktionsgefäße 0,2ml Sarstedt, Dtl. 
Reaktionsgefäße 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml Eppendorf, Dtl. 
SDS-Gele Mini Protean TGX Stainfree Gels Bio-Rad, USA 
S-MonovetteTM Röhrchen für Blutabnahme Sarstedt, Dtl. 
Western Blot-Membranen TransBlot Turbo Transfer Pack Bio-Rad, USA 
Safety-MultiflyTM-Kanülen 21G, Kanülen zur Blutabnahme Sarstedt, Dtl. 
Zellschaber CellScraper Sarstedt, Dtl. 
Zentrifugenröhrchen 15ml, 50ml Sarstedt, Dtl. 
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Tabelle 10: Zelllinien, Medium und Antibiotika 
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller 
A-498 ACC 55 DSMZ, Dtl. 
CaKi-1 ACC 731 DSMZ, Dtl. 
CaKi-2 ACC 054 DSMZ, Dtl. 
Cal-54 ACC 365 DSMZ, Dtl. 
HepG2 ACC 180 DSMZ, Dtl. 
FBS (fetales bovines Serum) P30-8500 PAN Biotech, Dtl. 
Glutamin (stabil) P04-82100 PAN Biotech, Dtl. 
PBS (Posphate-buffered Saline 
w/o Ca2+/Mg2+) 
PO-36500 PAN Biotech, Dtl. 
Penicillin/Streptomycin P11-010 PAN Biotech, Dtl. 
RPMI Medium RO883 SIGMA 
Trypsin/EDTA P10-023100 PAN Biotech, Dtl. 
 
Tabelle 11: PCR-Primer 
Bezeichnung Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer 
TBP (+)5‘-TCA TGA GGA TAA GAG 
AGC CAC GAA C-3’ 
(-)5’-TAG GAA ACT TCA CAT CAC 
AGC TCC C-3’ 
PD-L1 (+)5‘-GCG AAT TAC TGT GAA 
AGT CAA TGC C-3‘ 
(-)5’-TGG TCA CAT TGA AAA GCT 
TACATA CCT C-3’ 
PD-L1-s (+)5‘-TGT GAC CAG CAC ACT 
GAG AAT CA-3‘ 
(-)5’-TGG AGG ATG TGC CAG AGG 
TAG T-3’ 
PD-L2 (+)5‘-CAA TGC ATA ATC ATC 
TAT GGG GTC G-3’ 
(-)5’-CAG AAC ACT GGT GAC CTG 
GTA GAG G-3’ 
IFNGR1 (+)5‘-GAA GGA GTC TTA CAT 
GTG TGG GGT G-3‘ 
(-)5’- TTA CCA CAG AGA TCA AGG 
ACT TGG G-3’ 
IFNGR2 (+)5‘-AAA GGA GGA ATC CAA 
CAG GTC AAA G-3’ 
(-)5’-ATC AGG ATG ACT TGC TGA 
AGC TCA G-3’ 
STAT1 (+)5‘-ATG ATG AAC TAG TGG 
AGT GGA AGC G-3’ 
(-)5’-CTC TGA ATG AGC TGC TGG 
AAA AGA C-3’ 
IRF1 (+)5‘-CCA GAT ATC GAG GAG 
GTG AAA GAC C-3’ 
(-)5’-ATG TAG CCT GGA ACT GTG 
TAG CTG C-3’ 
JAK1 (+)5‘-AAG GGC CGC TACAG TCT 
GCA C-3’ 
(-)5’-GCT CAT GGG GTA GAC GGG 
CTG-3’ 
 45 
JAK2 (+)5‘-TGA AGA GTA CAA CCT 
CAG TGG GAC A-3’ 
(-)5’-AGG CCT CTG TAA TGT TGG 
TGA GGT-3’ 
CXCL10 (+)5‘-ACG CTG TAC CTG CAT 
CAG CA-3’ 
(-)5’-TTC TTG ATG GCC TTC GAT 
TCT GGA-3’ 
 
Alle gelisteten Primer wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen. 
 
Tabelle 12: Antikörper für Western Blot 
Antikörper Ursprungsorganismus Bestellnummer Hersteller 
PD-L1  Kaninchen #13684 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 
PD-L2 Kaninchen #82723 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 
STAT1 Kaninchen #9172 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 




Kaninchen #74129 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 
IRF1 Kaninchen #8478 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 




Kaninchen #3771 Cell Signalling Technology Europe, 
Dtl. 
ß-Actin Maus #MAK6090 Linaris, Dtl. 
 
Tabelle 13: siRNAs 
Bezeichnung siRNA + siRNA - 
si-control (+)5‘- UAA GGC UAU GAA GAG 
AUA C -3’ 
(-)5’- GUA UCU CUU CAU AGC CUU 
A -3’ 
siPD-1 (+)5‘- AGG CGC AGA UCA AAG 
AGA G -3’ 
(-)5’-CUC UCU UUG AUC UGC GCC 
U -3’ 
si-PD-L1 (+)5‘- CCU ACU GGC AUU UGC 
UGA ACG CAU U -3’ 
(-)5’-AAU GCG UUC AGC AAA UGC 
CAG UAG G -3’ 
 
Alle gelisteten siRNAs wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen. 
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Tabelle 14: Puffer und Lösungen 




100ml 0,1% TBST 
 
Einfriermedium 20ml RPMI Medium 
18ml FBS 
3ml DMSO (Dimethylsulfoxid) 
 
Guanidinhydrochlorid-Waschpuffer 0,3M Guanidine HCl 
95% Ethanol in Wasser 
 





Laemmli-Puffer  Gebrauchslösung Bio-Rad, USA 
PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder 
Marker Western Blot Thermo Scientific 
Fisher, USA 
peqGOLD TriFastTM Gebrauchslösung PeqLab, Dtl. 
RIPA-Puffer 2,2g 150mM NaCl 
12,5ml 50mM TRIS-HCl (pH 7,4) 
2,5ml 1% v/v Triton X-100 
2,5g 1% w/v Natriumdesoxycholat 
0,25g 0,1% w/v cSDS 
250ml Aqua dest. 
 
RIPA-Lysepuffer (Proteinisolation) RIPA-Puffer  
+ 1:25 Complete 
+ 1:10 Phosphostopp 
 
10x TGS (TRIS, Glycin, SDS) 25mM TRIS-Base 
192mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS 
Bio-Rad, USA 




1x TBST (TRIS-buffered Saline 
with 0,1% Tween20) 
10x Stock 1:10 verdünnt 
0,1% Tween20 
 
TRIS/Glycin/SDS-Puffer  Gebrauchslösung Bio-Rad, USA 
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Tabelle 15: Kits und Fertigsysteme 
Bezeichnung Beschreibung Hersteller 
Human/Cynomolgus Monkey 
PD-L1/ B7-H1 Quantikine 
ELISA-Kit 










Konzentrationsbestimmung von Proteinproben Thermo Scientific 
Fisher, USA 
RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit 
Reverse Transkription von mRNA in cDNA: 
- 5x Reaction Puffer 
- RiboLockTM RNase Inhibitor 
- RevertAidTM RT 
- Random Hexamer Primer 
- DNase I, RNase-free 




SuperSignalTM West Femto 
Chemiluminescent Substrate 
Entwicklerlösung für Imagersystem: 
- West Pico Luminol Enhancer Solution 




Tabelle 16: Chemikalien 
Reagenz Hersteller 
Aqua dest. B. Braun, Dtl. 
-Mercaptoethanol Carl Roth, Dtl. 
BSA (engl.: bovine serum albumine) Carl Roth, Dtl. 
Chloroform Carl Roth, Dtl. 
DNase I Roche, Schweiz 
Ethanol Carl Roth, Dtl. 
Glycin Carl Roth, Dtl. 
Guanidinhydrochlorid Carl Roth, Dtl. 
HCl 6M (Salzsäure) AppliChem, USA 
Interferon-γ       #285-IF-100 R&D Systems, USA 
Interleukin-2     #202-IL-010 R&D Systems, USA 
Interleukin-6     #285-IF-100 R&D Systems, USA 
Isopropanol Sigma-Aldrich, USA 
Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent Thermo Scientific Fisher, USA 
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Magermilchpulver Carl Roth, Dtl. 
NaCl (Natriumchlorid) AppliChem, USA 
NaCl, isoton 0,9% (Natriumchlorid) B. Braun, Dtl. 
Opti-MEM I Reduced Serum Media Thermo Scientific Fisher, USA 
Protease-Inhibitor (Complete) Roche, Schweiz 
SDS-Gele (4-20% MiniProtean TGA Stain-Free Gel) Bio-Rad, USA 
SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth, Dtl. 
SYBR Green Fluoreszenz Mix Thermo Scientific Fisher, USA 
TRIS-Base Carl Roth, Dtl. 
TRIS-HCl Carl Roth, Dtl. 
Tween 20 Carl Roth, Dtl. 
 
Tabelle 17: Software 
Bezeichnung Beschreibung Hersteller 
AlphaEaseFC Gel-, Membran- und Immunoblot-
dokumentation 
Alpha Innotech, USA 
Bio-Rad IQ5 PCR-Software Bio-Rad, USA 
GraphPad Prism 8 Graphenerstellung GraphPad Software, Inc., 
USA 
Microsoft 365 Word Textverarbeitung Microsoft, USA 
Microsoft 365 Excel Tabellenarbeit Microsoft, USA 
Microsoft 365 PowerPoint Abbildungsbearbeitung Microsoft, USA 






5.2.1.1 Verwendete Zelllinien 
Die zytogenetischen Expressionsanalysen und Versuche in dieser Arbeit wurden an den RCC-Zelllinien 
CaKi-1, CaKi-2, A-498 und Cal-54 sowie an der hepatozellulären Karzinom-Zelllinie (HCC, engl.: he-
patocellular carcinoma) HepG2 durchgeführt (Tab. 18). Während die Zelllinien CaKi-1 und A-498 auf 
Grund von expressionsbasierter Klassifikation dem ccRCC zugeordnet werden können, konnte CaKi-2 
als ccRCC ausgeschlossen werden (Sinha et al., 2017; Brodaczewska et al., 2016). Stattdessen ließ sich 
die Zelllinie CaKi-2 auf Grund von hohen Expressionsspiegeln von c-MET und LRRK2 (engl.: leucin-
rich repeat kinase-2) als pRCC-Zelllinie klassifizieren (Looyenga et al., 2011). In Genexpressionsana-
lysen von pRCCs konnte das vermehrte Auftreten von Aberrationen von Chromosom 8 und der Akti-
vierung des MYC-Signalwegs nachgewiesen werden, was gleichermaßen für in Zellkultur gewachsene 
CaKi-2-Zellen gelang (Furge et al., 2007). Histologische Untersuchungen von auf Mäusen übertragenen 
CaKi-2 Zellen zeigten ebenfalls ein papilläres Wachstumsmuster (Pulkkanen et al., 2001). Die Zuord-
nung der  Zelllinie Cal-54 zu einem histologischen Subtyp kann nicht mit abschließender Sicherheit 
erfolgen. Sie weist eine Vermehrung der Kopienanzahl für diverse typische RCC-Gene auf, welche am 
ehesten typisch für pRCCs sind. Trotz dessen gilt sie als als unbestimmte RCC-Zelllinie (Sinha et al., 
2017). 
 



























Leber; gewonnen aus dem Primärtumor HCC 
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5.2.1.2 Allgemeine Kulturbedingungen 
Die Bebrütung der Zellen erfolgte im Inkubator „HeraCellTM“, in dem die Temperatur durchgehend bei 
37,0°C lag. Es herrschte eine vollständige Wasserdampfsättigung sowie eine CO2-Konzentration von 
5%. Alle Versuche und Arbeiten an den Zellen wurden an der Zellkulturbank „LaminAir HB 2448TM“ 
durchgeführt. Es wurden ausschließlich sterile Medien, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien verwen-
det. Alle Reaktionsgefäße wurden zuvor autoklaviert. Ein kontinuierlicher Luftstrom verhinderte eine 
Kontamination der Arbeitsflächen. Alle Oberflächen wurden sowohl vor als auch nach der Benutzung 
mit einer 70-prozentigen Ethanol-Lösung wischdesinfiziert. Alle Kulturmedien und Reagenzien wurden 
gemäß den Vorgaben des jeweiligen Herstellers gelagert. Vor Kontakt mit den Zellen wurden sie, falls 
nicht explizit anders erwähnt, in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt. Die Kultivierung der Zellen wurde 
in Kulturflaschen mit 25 cm2  Grundfläche durchgeführt, in die 5ml Nährlösung gegeben wurden. Diese 
Nährlösung enthielt das Nährmedium RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), dem 10% fetales 
bovines Serum, 1% stabiles L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden. Eine Aus-
nahme bildet die Nährlösung für die Zellen Caki-1, welche in Vorversuchen ein deutlich schnelleres 
Wachstum nach Zusatz von 20% fetalem bovinen Serum gezeigt hatten, weshalb dies zur Kultivierung 
und für die Versuche beibehalten wurde. Alle zwei bis drei Tage wurde das alte Medium aus den Kul-
turflaschen abgesaugt, die Zellen mittels phospatgepufferter Kochsalzlösung (PBS, engl.: phospate-buf-
fered saline) gewaschen und anschließend 6ml neues Medium hinzugegeben. Das Passagieren der Zellen 
in neue Kulturflaschen erfolgte spätestens, sobald die Zellen in der regelmäßigen durchlichtmikrosko-
pischen Beurteilung eine Konfluenz von 90% erreicht hatten.  
 
5.2.1.2 Passagieren der Zellen 
Um die Zellen zu splitten oder für Versuche verwenden zu können, wurden die Zellen, nach Absaugen 
des alten Nährmediums und anschließendem Waschen der Zellen mit PBS, enzymatisch von der Wachs-
tumsoberfläche der Zellkulturflaschen abgelöst. Hierzu wurde 2ml Trypsin-EDTA (Ethylendiamintet-
raacetat) in die Kulturflaschen hinzugegeben und die Zellen anschließend für 5 Minuten im 
„HeraCellTM“ Brutschrank inkubiert. Zeigte sich daraufhin in der Durchlichtmikroskopie eine vollstän-
dige Ablösung der Zellen, wurde die Trypsinaktivität durch die Zugabe von 5ml Nährlösung zur 
Trypsin-Zell-Suspension gestoppt. Diese Suspension wurde dann in ein 15ml Fläschchen überführt und 
für 5 Minuten bei 1.400 Umdrehungen pro Minute (RPM, engl.: rounds per minute) bei Raumtemperatur 
in der „LabofugeTM 400R“ zentrifugiert. Nach der Zentrifugation entstand ein Zellpellet, welches nach 
Absaugen des Überstandes aus dem 15ml-Fläschchen mit der Pasteurpipette mit Nährlösung resuspen-
diert werden konnte. Je nach benötigter Menge konnte diese Suspension nun in neue Kulturflaschen 
pipettiert werden. Anschließend wurde die Suspension in jeder Kulturflasche mit Nährlösung auf 5ml 
aufgefüllt. Diese Passage wurde maximal 30-mal pro Zelllinie in Kultur durchgeführt. Sobald diese 
Anzahl an Passagen erreicht wurde, wurden die Zellen verworfen und es wurden neue, zuvor in flüssi-
gem Stickstoff eingefrorene Zellen verwendet. Nach schnellem Auftauen unter warmen Wasser wurden 
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die in Dimethylsulfoxid (DMSO) suspendierten Zellen zügig mit Nährlösung verdünnt, abzentrifugiert 
und auf neue Kulturflaschen verteilt. Wurden die Zellen für Versuche benötigt, wurde vor dem Über-
tragen der Zellsuspension in die neuen Kulturflaschen eine Auszählung der Zellen durchgeführt, um 
eine gleiche Anzahl an Zellen in jeder Kulturflasche zu gewährleisten. Dafür wurden 10µl der Zellsus-
pension auf eine Neubauer-Zählkammer pipettiert und nach dem Auszählen der äußeren vier Quadran-
ten der Zählkammer der Zellgehalt pro ml Suspension nach folgender Formel berechnet, welche sich 









Durch den erhaltenen Wert ergab sich das Volumen an Suspension, das für den Erhalt einer bestimmten 





= 𝑏𝑒𝑛ö𝑡𝑖𝑔𝑡𝑒𝑠 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑖𝑛 𝑚𝑙 
 
5.2.1.3 Behandlung der Zellen mit Interferon-γ, Interleukin-2 und Interleukin-6 
In einigen Zellversuchen wurde bei Versuchsbeginn dem Nährmedium in der Kulturflasche IFN- γ (10 
ng/ml) und IL-2 (10 ng/ml) sowie IL-6 (25 ng/ml) - entweder gemeinsam oder jeweils einzeln - zuge-
geben, um die Auswirkung auf die Expression verschiedener Zielproteine zu untersuchen. Hierzu wur-
den die Substanzen stets in einer Verdünnung von 1:1000 im Verhältnis zum Nährmedium hinzugefügt. 
 
5.2.1.4 RNA-Interferenz mittels siRNA 
Die RNA-Interferenz ist ein natürlich vorkommender Mechanismus, welcher der zielgerichteten Ab-
schaltung bestimmter Gene dient. Er beruht auf einer Wechselwirkung kurzer Stücke RNA mit der für 
ein bestimmtes Protein kodierenden mRNA, welche zu einer Spaltung der mRNA in mehrere Fragmente 
führt. In der Folge wird die normale Funktion der mRNA unterbunden und die Translation in ein Protein 
verhindert. Dieses Prinzip lässt sich experimentell durch Zugabe synthetisch hergestellter siRNAs 
(engl.: small interfering RNAs) nutzen, um Gene zielgerichtet stillzulegen („Gen-Knock-down“). Durch 
die gezielte Blockade eines Gens kann dann beispielsweise die Funktion des von ihm kodierten Proteins 
abgeleitet werden. Umgekehrt kann auch bei bekannter Funktion oder bei einem bestimmten Merkmal 
mit Hilfe von siRNA nach dem verantwortlichen Gen oder Protein gesucht werden.  
Die Transfektion, das Einbringen von Fremd-RNA und in diesem Fall siRNA in eine Zielzelle, erfolgte 
durch Lipofektion. Bei der Lipofektion wird die siRNA in Liposomen eingeschlossen. Nach der En-
docytose der Liposomen fusionieren diese mit der Endosomenmembran und die siRNA wird in die Zelle 
aufgenommen und kann sich mit der mRNA verbinden. 
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Die Transfektion wurde hier mit der Reagenz „Lipofectamine RNAiMAX“ von Thermo Scientific Fis-
her durchgeführt. Lipofectamine ist eine gängige Transfektionsreagenz, welche kationische Liposomen 
enthält, die negativ geladene siRNAs aufnehmen können. Die weiterhin an ihrer Oberfläche positiv ge-
ladenen Liposomen können nun mit der negativ geladenen Zellmembran lebender Zellen fusionieren.  
Da in Anwesenheit von Serum die Transfektion weniger effektiv abläuft, wurde die Menge an zugesetz-
tem Nährmedium (mit Serum) für Versuche, in denen eine Transfektion durchgeführt wurde, von 5ml 
auf 3,2ml reduziert. Zu diesen 3,2ml wurden 800µl Transfektionsansatz hinzugegeben, welcher zu gro-
ßen Teilen Opti-MEM I (Serum-reduziertes Medium) enthielt. 
Um die Transfektion zu beginnen, mussten die Zellen eine Konfluenz von etwa 60-80% aufweisen. Es 
wurden zunächst in einem 1,5ml Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß 396µl Opti-MEM mit 4µl der jewei-
ligen siRNA vermischt. In einem zweiten 1,5ml Mikroreaktionsgefäß wurden 392µl Opti-MEM mit 8µl 
RNAiMAX vermischt. Anschließend wurden die Inhalte beider Gefäße in eines zusammengeführt, auf 
dem Vortexer gut vermischt und bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert. Währenddessen wurde 
das gebrauchte Nährmedium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und diese mit 3,2ml frischem Me-
dium wie oben beschrieben aufgefüllt. Nach Ablauf der Inkubationsdauer konnte der Transfektionsan-
satz zu den Zellen in die Kulturflasche hinzugefügt werden. Als Negativkontrolle wurde in eine 
Kulturflasche lediglich 800µl Opti-MEM zum Serum enthaltenden Nährmedium hinzugefügt. Die Ver-
suche, in denen eine Transfektion durchgeführt wurde, dauerten 48 Stunden und wurden nach Erreichen 
dieses Zeitintervalls wie unten beschrieben beendet.  
 
5.2.2 Quantitative real-time PCR 
Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (rt-PCR, engl.: real-time polymerase chain reac-
tion) ermöglicht es, durch die Amplifikation auch kleinster Mengen an Genmaterial verlässliche Aussa-
gen über den Expressionsstatus von mRNA (engl.: messenger RNA) zu treffen.  Als Ausgangsmaterial 
für die rt-PCR wird DNA benötigt, welche durch reverse Transkription aus der in unserem Fall zu un-
tersuchenden RNA gewonnen werden kann. Die einzelnen Schritte von der Gewinnung des Ausgangs-
materials, der RNA, aus den verschiedenen in der Zellkultur durchgeführten Versuchen bis zur 
Auswertung der durch die quantitativen rt-PCR erhaltenen Daten werden im Folgenden erläutert. 
 
5.2.2.1 RNA-Isolation 
Nachdem die zuvor festgelegte Inkubationsdauer im jeweiligen Zellversuch erreicht worden war, wurde 
der Versuch beendet, indem die Stoffwechselprozesse und Enzymaktivitäten durch Lyse der Zellen mit 
Hilfe der Phenol-Extraktionsmethode gestoppt wurden (Chomczynski & Sacchi, 1987). Bei diesem Ver-
fahren kommt es nach Zugabe eines Gemischs aus Guanidiniosthiocyanat und Phenol zur Bildung von 
drei Phasen, wobei die obere wässrige Phase vornehmlich RNA enthält, die mittlere Phase aus DNA 
besteht und die untere hydrophobe Phase hauptsächlich aus Proteinen besteht. Zur Durchführung dieser 
Methode wurde die Fertiglösung „peqGOLD TriFastTM“ verwendet. Von dieser Lösung wurde, nach 
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Asservierung von 1ml Nährlösungsüberstand aus der Zellkulturflasche und anschließendem Absaugen 
des restlichen Nährmediums, 1ml auf die adhärent wachsenden Zellen gegeben. Daraufhin ließen sich 
die Zellen mittels Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche ablösen und mit der Fertiglösung zu 
einer einheitlichen Suspension homogenisieren. Die Zell-TriFast-Suspension wurde nun in 1,5ml Ep-
pendorf-Mikroreaktionsgefäße überführt und zur direkten Weiterverarbeitung auf Eis gekühlt. 
Zur Extraktion der RNA wurden nun 20% des Volumens an Chloroform zur Zell-TriFast-Suspension 
hinzugegeben, die Reagenzien gut miteinander vermischt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die Proben wurden nach der Inkubation für 10 Minuten bei 13.000 RPM und 4°C in der „Bio-
Fuge Fresco“ zentrifugiert, woraufhin sich die oben bereits beschriebenen drei Phasen aus RNA, DNA 
und Proteinen bildeten. Die obere wässrige RNA-Phase wurde nun in ein neues 1,5ml Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß pipettiert. Die mittlere DNA-Phase wurde verworfen und die verbliebene Protein-
phase zur weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren.  
Zu der entstandenen RNA-Lösung wurde nun das gleiche Volumen an -20°C kaltem Isopropanol gege-
ben und das Gemisch für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die nun ausfällende RNA konnte durch wieder-
holte Zentrifugation mit den oben genannten Einstellungen der Zentrifuge am Boden des 
Mikroreaktionsgefäßes gesammelt werden. Nach Abkippen der Flüssigkeit wurde das RNA-Pellet ge-
waschen, indem 400µl -20°C kaltes 70-prozentiges Ethanol in das Reaktionsgefäß gegeben, das Pellet 
im Ethanol geschwenkt und anschließend eine erneute Zentrifugation mit den oben genannten Parame-
tern durchgeführt wurde. Dieser Schritt wurde zweimalig wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt 
wurde das Ethanol abgegossen und das Pellet für 10-15 Minuten bei Raumtemperatur im Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet wurde daraufhin mit 35µl Aqua dest. resus-
pendiert und bei -20° gelagert, eine weitere Bearbeitung der Probe erfolgte frühestens 12 Stunden später. 
 
5.2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 
Für eine möglichst exakte Vergleichbarkeit der Ergebnisse der rt-PCR muss stets die gleiche Menge 
mRNA in cDNA (engl.: complementary DNA) transkribiert werden. Da die zuvor gewonnen Proben 
einen unterschiedlichen RNA-Gehalt aufwiesen, wurde eine photometrische Messung des RNA-Gehalts 
durchgeführt.  
Alle Arbeitsgeräte und -flächen wurden zunächst mit 70-prozentiger Ethanollösung wischdesinfiziert 
und eine potentiell vorhandene Kontamination mit RNase mit 30-prozentigem Wasserstoffperoxid be-
seitigt. Das Wasserstoffperoxid wurde dann mit Aqua dest. abgewaschen. Die RNA-Proben wurden 
langsam auf Eis abgetaut und während der gesamten Messung auf Eis gelagert. Das Photometer wurde 
während des Abtauens mit 70µl Aqua dest. kalibriert. Zur Messung der Proben wurden diese jeweils im 
Verhältnis 1:35 verdünnt, zu 2µl RNA-Probenmaterial wurden 68µl  Aqua dest. in ein 200µl Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß gegeben und miteinander vermischt.  
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Die photometrische Messung der Absorption der hergestellten Lösung erfolgte bei einer Wellenlänge 




 wurde durch das Photometer berechnet, wobei eine Konzentration von 40 
µ𝑔
µ𝑙
 einer optischen 
Dichte von 1 entsprach. Die Reinheit der verwendeten RNA-Proben wurde überprüft, indem zusätzlich 
die Absorption bei einer Wellenlänge von 280nm gemessen wurde, da eine vermehrte Absorption in 




 wurde im Bereich von 1,6-2,0 akzeptiert. Nach Durchführung der Messung wur-
den die Proben entweder direkt in cDNA transkribiert oder wieder bei -20°C gelagert. 
 
5.2.2.3 Reverse Transkription der mRNA in cDNA 
Wie oben bereits erwähnt, wird für die Durchführung einer quantitativen rt-PCR DNA als Ausgangs-
material benötigt, weswegen die isolierte mRNA in DNA umgeschrieben werden muss. Die zu einem 
RNA-Strang komplementäre DNA wird als cDNA bezeichnet und kann mit Hilfe des Enzyms reverse 
Transkriptase (rT), welches physiologisch bei Retroviren vorkommt, aus RNA synthetisiert werden 
(Wu, A. M. et al, 1975). 
Zunächst erfolgte die Reinigung des Arbeitsplatzes und das Auftauen der RNA-Proben wie im vorheri-
gen Kapitel beschrieben. Durch die zuvor gemessene RNA-Konzentration in der jeweiligen Probe 
konnte mit Hilfe der untenstehenden Formel das Volumen an RNA-Lösung errechnet werden, welches 
genau 1µg RNA enthält:  
 
𝑏𝑒𝑛ö𝑡𝑖𝑔𝑡𝑒𝑠 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛 µ𝑙 =
1µ𝑔





Das errechnete Probenvolumen wurde zusammen mit 1µl DNase in ein 200µl Eppendorf-Mikroreakti-
onsgefäß gegeben und auf 11,5µl mit Aqua dest. aufgefüllt. Die DNase dient hierbei dazu, etwaige bei 
der Isolation mitgeführte Verunreinigungen mit genomischer DNA aufzulösen. Zusätzlich zu den zu 
untersuchenden RNA-Proben wurden zwei Negativkontrollproben erstellt, wobei eine aus 10,5µl Aqua 
dest. und 1µl DNase bestand, um eine Verunreinigung des genutzten Aqua dest. mit RNA detektieren 
zu können. Diese wird im Folgenden als H2O-Kontrolle bezeichnet. Die zweite Kontrolle enthielt 1µl 
RNA aus jeder zu transkribierenden Probe und 1µl DNase, wenn bis zu 8 Proben untersucht wurden, 
oder 0,5µl RNA aus jeder Probe sowie 1µl DNase, wenn mehr als 8 Proben untersucht wurden. Die 
zweite Kontrolle wurde dann mit Aqua dest. auf 12,5µl aufgefüllt, im weiteren Verlauf wurde ihr keine 
rT hinzugefügt, um Verunreinigungen mit DNA in den RNA-Proben selbst feststellen zu können. Diese 
Kontrolle wird als rT-min Kontrolle bezeichnet.  
Die so vorbereiteten Proben wurden in den Thermocycler gegeben, in dem die DNase Reaktion bei 37°C 
innerhalb von 30 Minuten erfolgte. Es folgte eine 5 Minuten andauernde Inaktivierungsphase der DNase 
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bei 75°C. Anschließend wurde zu jeder Probe 1µl Random-Hexamer-Primer gegeben, welcher aus zu-
fällig synthetisierten Oligonukleotiden besteht.  
Die reverse Transkription erfolgt nun nach Zugabe einer Mischung aus 1µl rT, 2µl dNTP-Mix (Desoxy-
ribonukleosidtriphosphat), 0,5µl Ribo-Lock RNase-Inhibitor und 5x rT-Puffer zu jeder Probe. Der rT-
min Kontrolle wurde keine rT hinzugefügt. Der Puffer dient der Gewährleistung eines optimalen pH-
Wertes und einer optimalen Ionenkonzentration für die rT, der RNase-Inhibitor verhindert einen vorzei-
tigen Abbau der RNA und eine damit einhergehende unvollständige Transkription, die dNTPs bilden 
die Baustoffe für die zu synthetisierende DNA.  
Die Reaktion erfolgte im Thermocycler. Zunächst lagern sich im ersten Inkubationsschritt von 10 Mi-
nuten bei 25°C die Primer an zufällige RNA-Sequenzen an und bilden so den Ansatzpunkt für eine 
möglichst vollständige Synthese des cDNA-Strangs durch die rT. Daraufhin erfolgt die eigentliche re-
verse Transkription bei 42°C für 60 Minuten, an die sich eine 10 Minuten andauernde Denaturierung 
der rT bei 70°C anschloss. Die synthetisierte cDNA wurde anschließend bei -20°C gelagert oder direkt 
für die rt-PCR verwendet. 
 
5.2.2.4 Durchführung der PCR 
In der quantitativen rt-PCR wird eine zu untersuchende Region der cDNA durch Zugabe von spezifi-
schen Primern markiert und in den darauffolgenden Schritten amplifiziert. Die cDNA-Doppelstränge 
müssen zunächst durch Hitzeeinwirkung voneinander getrennt werden. Durch Zugabe von genomischen 
dNTPs sowie einer hitzestabilen, DNA-abhängigen DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) können zu den 
entstandenen Einzelsträngen komplementäre DNA-Stränge synthetisiert werden. Durch periodische 
Temperaturwechsel gelingt nun die Trennung der neusynthetisierten DNA-Stränge, die erneute Anlage-
rung von Primern und daraufhin eine wiederholte Synthese von komplementären DNA-Strängen. Dabei 
verdoppelt sich in jedem Zyklus die Menge replizierter DNA, welche nach jedem Schritt, in Echtzeit, 
gemessen und quantifiziert werden kann. Hierzu wurde in dieser Arbeit der Fluoreszenzfarbstoff „SYBR 
Green I“ verwendet, der in doppelsträngiger DNA interkaliert. Er absorbiert Licht in einer Wellenlänge 
von 494nm und emittiert Licht mit einer Wellenlänge von 521nm. Je mehr repliziertes Genmaterial 
vorhanden ist, desto stärker ist das gemessene Fluoreszenzsignal. Anhand der Anzahl an Replikations-
zyklen, die benötigt wird, um ein entsprechend starkes Fluoreszenzsignal zu erhalten, kann auf die ur-
sprüngliche Menge an cDNA geschlossen werden, denn je weniger Zyklen dafür benötigt werden, desto 
mehr cDNA war zu Beginn der PCR vorhanden (VanGuilder et al., 2008). 
Die Arbeitsfläche wurde zunächst gereinigt. Anschließend wurde für jeden Primer ein PCR-Ansatz in 
einem 1,5ml Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß hergestellt, welcher aus 11µl Aqua dest., 12,5µl SYBR 
Green Fluorescein Mix, 0,25µl Vorwärts- und 0,25µl Rückwärtsprimer für jede zu untersuchende Probe 
und jede Negativkontrolle bestand. Dieser PCR-Ansatz wurde gut vermischt und in eine 96-Well PCR-
Platte pipettiert, wobei in jedes Well 24µl des Ansatzes gegeben wurden. Zu diesen 24µl wurde 1µl der 
entsprechenden cDNA-Probe beziehungsweise der Negativkontrolle gegeben, sodass jedes Well 25µl 
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enthielt, woraufhin die PCR-Platte mit selbstklebender Kunststofffolie versiegelt wurde. Die PCR-Platte 
wurde sodann in der „Universal 320R“-Mikroplattenzentrifuge für 2 Minuten bei 1.200 RPM bei Raum-
temperatur zentrifugiert, um den Inhalt der Wells an den Boden dieser zu verlagern.  
Die PCR-Platte wurde daraufhin in den PCR-Cycler „iQ5“ gegeben, um die eigentliche Reaktion durch-
zuführen. Die Steuerung und Auswertung der verschiedenen Zyklen wurde dabei mit dem zugehörigen 
Computerprogramm „Bio-Rad iQ5 – Standard Edition“ durchgeführt, dies geschah nach folgendem 
Schema (Tab. 19):   
 
Tabelle 19: Ablaufschema PCR 
Zyklus 1                       1x 
 
15 Minuten 95°C Trennung der DNA-Doppelstränge 
Zyklus 2 45x 
 
15 Sekunden 95°C Trennung der DNA-Doppelstränge 
15 Sekunden 58°C Synthese komplementärer DNA-Stränge 
30 Sekunden 72°C Fluoreszenzmessung 
Zyklus 3 81x 
 
10 Sekunden 55°C (+0,5°C-Inkre-
ment bis 95°C) 
Schmelzkurvenmessung 
 
Die PCR-Platte wurde im Anschluss aus dem PCR-Cycler entnommen und bei -20°C eingefroren. Durch 
Überprüfung der erhaltenen Schmelzkurven (MC, engl.: melting curve) ließ sich ermitteln, ob tatsäch-
lich das gewünschte Genmaterial vervielfältigt wurde. Da die MC für jedes Gen auf Grund von ver-
schiedenen Basenzusammensetzungen und deren Länge charakteristisch ist, kann ein Unterschied in der 
emittierten Fluoreszenz nach Denaturierung des cDNA-Doppelstrangs zu Einzelsträngen bei jeweils ty-
pischen Temperaturen gemessen werden. So ist es möglich, eine MC mit temperaturabhängigem Fluo-
reszensmaximum zu generieren, um diese mit der vom Hersteller angegebenen Referenz-MC des 
jeweiligen Primers zu vergleichen. Sofern sie miteinander übereinstimmten, war davon auszugehen, 
dass das korrekte Genmaterial amplifiziert wurde.  
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5.2.2.5 Auswertung der Ergebnisse 
Die Auswertung der quantitativen rt-PCR erfolgt durch Betrachtung sogenannter Schwellenwertzyklen 
(Ct-Wert, engl.: cycle threshold). Der Ct-Wert gibt an, nach wie vielen Replikationszyklen ein Fluores-
zenssignal detektiert werden konnte, das signifikant über dem gemessenen Hintergrundsignal, dem 
Schwellenwert, lag. Je mehr Ausgangs-cDNA des gesuchten Genabschnitts vorhanden war, desto we-
niger Replikationszyklen wurden benötigt, um diesen Schwellenwert zu überschreiten und dementspre-
chend niedriger war der Ct-Wert für dieses Gen. Um diesem Wert Aussagekraft zu verleihen, wird er in 
Relation zu den Ct-Werten sogenannter Housekeeping-Gene gesetzt und die Differenz aus diesen Ct-
Werten gebildet. Housekeeping-Gene kodieren für Proteine, welche oft eine zentrale Position in einzel-
nen Prozessen des Zellstoffwechsels einnehmen. Auf Grund dessen werden sie weitestgehend unabhän-
gig von äußeren Einflussfaktoren und jederzeit in relativ ähnlichen Mengen exprimiert, was sich in 
reproduzierbaren Ct-Werten in der quantitativen rt-PCR äußert. Bereits kleinere Unregelmäßigkeiten, 
wie zu hohe oder zu geringe Mengen an cDNA oder Schwankungen in der Menge an verwendetem 
PCR-Ansatz, würden zu Veränderungen in den Ct-Werten der Housekeeping-Gene führen und in glei-
chem Maße auch die Ct-Werte der eigentlich zu untersuchenden Gene beeinflussen. Bildet man nun den 
sogenannten Ct-Wert, die Differenz aus Ct-Wert der Probe und Ct-Wert des Housekeeping-Gens, kön-
nen diese Veränderungen minimiert werden: 
 
Ct = Ct(Probe) − Ct(Housekeeping) 
 
Auch für den Ct-Wert gilt, dass er umso kleiner wird, je mehr Ausgangs-cDNA des gesuchten Gens 
vorhanden war. Alternativ zum Ct-Wert kann der -Ct-Wert verwendet werden, der intuitiv verständ-
licher ist (VanGuilder et al., 2008):  
 
−Ct = Ct(Housekeeping) − Ct(Probe) 
 
Als Housekeeping-Gen wurde in dieser Arbeit TBP (engl.: TATA-binding protein) verwendet. Verän-
derungen in den exprimierten RNA-Spiegeln zwischen der behandelten und der Kontrollgruppe werden 
als Ct-Werte angegeben. 
 
5.2.3 Western Blot 
Der Western Blot ist eine etablierte Methode zum spezifischen Nachweis von Proteinen, welche auf ein 
Gel übertragen, elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend auf eine Membran übertragen werden. 
Die Proteine werden dann durch spezifische Antikörper markiert und können schließlich durch  Chemi-
lumineszenz sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Verfahren zur Isola-
tion der Proteinproben verwendet, da PD-L1 nach Isolation mit TriFast nur in fälschlicherweise zu 
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geringen Mengen auf der Membran nachgewiesen werden konnte. Nach Isolation mittels Radioimmun-
präzipitationsassaypuffer (RIPA, engl.: radioimmunoprecipitation assay) gelang dies deutlich besser. 
Im Folgenden sind die einzelnen Schritte von der Probenisolation bis zur Antikörperdetektion beschrie-
ben. 
 
5.2.3.1 Proteinisolation mit TriFast 
Wie zuvor beschrieben wurden nach Zugabe der „peqGOLD TriFastTM“ Fertiglösung die Proteinphase 
abpipettiert und bei -20°C gelagert. Zur Isolation der Proteinproben zur weiteren Verwendung wurde 
dieses TriFast-Lysat aufgetaut und es wurden 30% des Volumens an 100-prozentigem Ethanol  hinzu-
gegeben, beides gut miteinander vermischt und für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin 
wurden die Proben bei 5.500 RPM (2.000g) und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde im Anschluss 
in neue 2ml Eppendorf-Mikroreaktionsgefäße überführt, mit 1.300µl 100-prozentigem Isopropanol ver-
mischt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation für 10 
Minuten bei 13.000 RPM und 4°C. Der Überstand wurde daraufhin vorsichtig abgekippt, das verblie-
bene Pellet mit 2ml 0,3M Guanidinium-Hydrochlorid in 95-prozentigem Ethanol gewaschen und für 20 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 5 Minuten bei 11.300 
RPM bei 4°C zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt 4-mal wiederholt. Nach der letzten 
Wiederholung wurden die Proben ein letztes Mal mit 2ml 100-prozentigem Ethanol gewaschen, für 20 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut für 5 Minuten bei 11.300 RPM und 4°C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde nun vollständig verworfen und das im Mikroreaktionsgefäß verbliebene Pellet für 
15 Minuten unter Raumluft getrocknet. Je nach Größe des Pellets erfolgte die Zugabe von 100-150µl 
1x Laemmli-Puffer. In dieser Pufferlösung wurde das Pellet nun mit Stößel und Schere grob zerkleinert, 
um die restlichen verbliebenen Pellet-Reste abschließend im Ultraschallbad für mindestens 15 Minuten 
aufzulösen, bis eine klare Proteinlösung entstand. Die so gewonnenen isolierten Proteinproben wurden 
dann bei -20°C eingelagert. 
 
5.2.3.2 Proteinisolation mit RIPA 
Da sich in Vorversuchen zeigte, dass bei einigen Zelllinien im Western Blot die tatsächliche Menge an   
PD-L1 nach Probenisolation mit Hilfe der oben beschriebenen TriFast-Lösung nicht korrekt zur Dar-
stellung kam, wurden einige der Versuche wiederholt, jedoch nicht durch Hinzugabe der TriFast-Lösung 
beendet, sondern nach unten genanntem Ablauf mit Hilfe von RIPA-Puffer gestoppt. Hierdurch konnten 
zwar die Proteinbanden im Western Blot korrekt dargestellt werden, jedoch ist es mit dieser Isolations-
methode nicht möglich, gleichzeitig RNA aus den Proben zu gewinnen. 
Nachdem die zuvor festgelegte Inkubationsdauer im jeweiligen Zellversuch erreicht worden war, er-
folgte die Asservierung von 1ml Nährlösungsüberstand aus der Zellkulturflasche. Das restliche Nähr-
medium wurde mit der Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen anschließend mit 5ml eiskaltem PBS 
gewaschen. Das PBS wurde daraufhin abgesaugt und erneut 1ml eiskaltes PBS zu den Zellen gegeben 
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und die Zellen wurden mittels Zellschaber vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Die in PBS ge-
lösten Zellen wurden dann in ein 15ml Fläschchen überführt und bei 1.200 RPM bei 4°C abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet je nach Größe mit 100-180µl RIPA-Arbeitslösung 
resuspendiert, das Pellet mit der Pipettenspitze zerstoßen und die Suspension in ein 1,5ml Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß überführt.  
Die Mikroreaktionsgefäße wurden daraufhin für 30 Minuten auf Eis inkubiert und dabei alle 10 Minuten 
auf dem Vortexer geschüttelt. Anschließend wurden die Proben für 30 Minuten bei 13.000 RPM und 
bei 4°C zentrifugiert, die Überstände, welche die lysierten Proteine enthielten, in neue Mikroreaktions-
gefäße überführt und bei -20°C eingefroren. Die verbliebenen Pellets wurden verworfen. 
 
5.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Um den Proteingehalt der gewonnenen Zelllysate zu ermitteln, wurde ein Bicinchoninsäure-Protein-
Assay (BCA-Assay, engl.: bicinchonin acid assay) durchgeführt. Die Bestimmung der Proteinkonzent-
ration gewährleistet, dass in den folgenden quali- und quantitativen Immunoblots immer die gleiche 
Menge an Protein auf die jeweilige Membran aufgetragen wird, woraus eine bessere interexperimentelle 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse resultiert.  
Das Prinzip des BCA-Assays beruht auf einer Kombination der Biuret-Reaktion mit der hochsensitiven 
kolorimetrischen Bestimmung einwertiger Kupferionen über BCA. In alkalischem Milieu erfolgt die 
Reduktion von Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen über die Bildung eines Chelatkomplexes mit Peptiden, welche 
aus mehr als 3 Aminosäureresten bestehen (Biuret-Reaktion; Gornall et al., 1949). Diese Reduktion 
erfolgt primär über die Aminosäuren Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan. Im Anschluss bildet ein 
Cu+-Ion mit 2 BCA-Molekülen einen intensiv violett gefärbten, wasserlöslichen Chelatkomplex, wel-
cher ein Absorptionsmaximum von 562nm besitzt. Die hier gemessene Absorption verhält sich propor-
tional zur Proteinkonzentration.  
Das verwendete „PierceTM“-BCA-Protein-Assay-Kit enthält eine Reagenz A, welche unter anderem aus 
Bicinchoninsäure, Natriumhydroxid, Natriumkarbonat und Natriumbikarbonat besteht, sowie eine Rea-
genz B, welche 4% Kupfersulfat enthält, womit alle nötigen Komponenten für die oben beschriebene 
Reaktion vorhanden sind. Um den Rückschluss von gemessenen Absorptionen auf Proteinkonzentrati-
onen zu ermöglichen, wurden die Absorptionen von BSA-Standards (bovines Serumalbumin) mit be-
kannten Proteinkonzentrationen gemessen und so eine Standardkurve erstellt. Durch den Vergleich der 
gemessenen Absorption der unbekannten Probe mit dieser Standardkurve konnten nun die jeweiligen 
Proteinkonzentrationen berechnet werden.  
Zur Bestimmung der Konzentration wurden 12,5µl der unterschiedlich konzentrierten BSA-Standard-
proben (2000µg/ml, 1500µg/ml, 1000µg/ml, 750µg/ml, 500µg/ml, 250µg/ml, 125µg/ml, 62,5µg/ml, 
25µg/ml, 0µg/ml), die in 1:10 in Aqua dest. verdünnten Proteinproben und die Leerproben (1:10 in Aqua 
dest. verdünnter, 1x Laemmli-Puffer) zur Background-Normalisierung jeweils doppelt auf eine 96-Well 
Platte pipettiert. Pro Well wurden nun 100µl eines Gemischs aus 100µl Reagenz A und 2µl aus Reagenz 
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B zu den Proteinproben hinzugefügt. Die Messung erfolgte nach 45-minütiger Inkubation im Wärme-
schrank bei 37°C. Die Absorptionsmessung wurde bei einer Wellenlänge von 570nm durchgeführt, die 




Die Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, engl.: sodium dodecyl sulfate polyac-
rylamide gel electrophoresis) basiert auf dem Prinzip der elektrophoretischen Auftrennung von Protei-
nen gemäß ihrer molekularen Größe. Diese Elektrophorese wird mit denaturierten Proteinen 
durchgeführt, da die Laufgeschwindigkeit eines Proteins im Gradienten-Gel auch von Sekundär- und 
Tertiärstruktur sowie von Ladungen abhängig ist. Um nicht-kovalente Bindungen in den Proteinen auf-
zubrechen, werden die Proben in Laemmli-Puffer, welcher unter anderem das anionische Detergenz 
SDS enthält, gekocht. Durch das hinzugefügte Beta-Mercaptoethanol werden intramolekulare, kova-
lente Disulfidbrücken  zu freien Thiolgruppen reduziert. Durch das Auflösen dieser Bindungen verlieren 
die Proteine ihre Sekundär- und Tertiärstruktur. Das SDS bindet mit einem Verhältnis von 1,4g SDS 
pro 1g Protein (1 SDS-Molekül pro 2 Aminosäuren) an die vorliegenden Peptidketten und sorgt für eine 
einheitlich negative Ladung. 
Nach dem Anlegen einer Spannung an das Gradienten-Gel laufen die negativ geladenen Proteine nun in 
Richtung Anode, eine Auftrennung erfolgt durch die unterschiedliche Porengröße im Gel. 
Sämtliche Gelelektrophoresen in dieser Arbeit wurden mit „Mini Protean TGX Stainfree Gels“ von Bio-
Rad durchgeführt. Diese Gele enthalten Haloalkan (TriHalo-Komplex), welches nach Aktivierung durch 
UV-Strahlung kovalent an die Tryptophanreste der Proteine bindet. Nach Anregung durch UV-Strah-
lung emittiert dieser Komplex Licht, welches mit Hilfe eines Imagers detektiert werden kann. Dies er-
möglicht eine Überprüfung auf korrekte Auftrennung der Proteine im Gel sowie auf einen vollständigen 
Transfer der Proteine auf die zugehörige Membran.  
Nachdem zuvor eine Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte, wurden die Proben zuerst mit 
Aqua dest. auf eine Konzentration von 40µg Protein pro 15µl Lösung verdünnt. Daraufhin wurde -
Mercaptoethanol 1:10 mit 4x Laemmli-Puffer verdünnt und jeweils 5µl dieses Ladepuffers zu den ver-
dünnten Proteinproben gegeben, sodass das Gesamtvolumen jeder Probe 20µl betrug. Nach 5-minüti-
gem Aufkochen der Proben bei 95°C erfolgte eine Zentrifugation für weitere 5 Minuten bei 13.000 RPM 
und 4°C. Im Anschluss wurden die so behandelten Proben in die einzelnen Taschen des Gels geladen. 
Diese Taschen wurden zuvor gründlich gespült, pro Tasche wurden 20µl des Proteinlysats eingebracht. 
Als Größenindikator wurden 3µl Marker (Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) in der ganz 
rechten und in der ganz linken Tasche verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach 
Größe erfolgte in 1x TGS-Laufpuffer (TRIS, Glycin, SDS) für 16 Minuten unter einer angelegten Span-
nung von 300 Volt. Das Gel wurde anschließend in den Imager gegeben, für 90 Sekunden durch UV-
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Der Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgt, um 
in den nächsten Schritten spezifische Proteine detektieren zu können. Dieser Transfer erfolgt erneut 
nach Anlegen einer Spannung, woraufhin die entfalteten und von negativen Ladungen umgebenen Pro-
teine in Richtung der positiv geladenen Elektrode wandern. Aus diesem Grund wird die Nitrocellulose-
Membran zwischen Gel und Anode platziert.  
Diese Übertragung erfolgte im Semi-Dry-Verfahren. Das Gel wurde zwischen Membran und zwei in 
Transferpuffer getränkten Whatman-Papieren platziert und die Kassette daraufhin verschlossen. Der ei-
gentliche Transfer erfolgte dann bei 25 Volt und 1,3 Ampere für 7 Minuten. Anschließend erfolgte im 
Imager eine Dokumentation der Membran (4 Sekunden, UV-Bestrahlung, Filter 2), um die erfolgreiche 
Übertragung der Proteine auf die Membran zu überprüfen. Die Membran wurde dann mit 1x TBST 
(engl.: TRIS-buffered saline with Tween20) insgesamt 4-mal für 10 Minuten auf der Schüttelplatte  ge-
waschen. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, schloss sich darauf ein 1,5 Stunden langer 
Block der Membran auf der Schüttelplatte in einer Lösung aus 1x TBST mit 0,1% Tween20 und 5% 
Magermilchpulver an. Durch Blockade dieser unspezifischen Epitope kann bei gleichzeitiger Verringe-
rung des Hintergrundsignals die Signalspezifität erhöht werden.  
Die jeweiligen Primärantikörper, die gegen ein Epitop des zu untersuchenden Proteins gerichtet sind, 
wurden in 5ml 1x TBST mit 5% Magermilchpulver verdünnt und gemeinsam mit der Membran in der 
Regel für 48 Stunden bei 4°C in einem Zentrifugenröhrchen auf dem Rollenmischer inkubiert. Die ge-
nauen Inkubationszeiten unterschieden sich in einigen Fällen gemäß der Herstellerangaben für die ein-
zelnen Antikörper.  
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Membranen aus der Antikörperlösung entnommen und 
insgesamt 4-mal für 10 Minuten in 1x TBST auf der Schüttelplatte gewaschen. Im Anschluss erfolgte 
für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur die Inkubation der Membran mit den korrespondierenden Sekun-
därantikörpern gemäß Ursprungsspezies (Kaninchen respektive Maus) auf der Schüttelplatte. Die Se-
kundärantikörper wurden in 15ml 1x TBST mit 5% Magermilchpulver gemäß der Herstellerangaben 
verdünnt. Um ungebundene Sekundärantikörper von der Membran zu entfernen, wurde sie abermals 4-
mal für 10 Minuten auf der Schüttelplatte in 1x TBST gewaschen.  
Um nun die spezifisch markierten Proteine detektieren zu können, wurde die Membran im Imager-Sys-
tem platziert und für eine Minute mit 2ml Detektionslösung inkubiert. Das hier verwendete Detektions-
lösung-Kit „SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity Substrate“ von ThermoFisher Scientific 
besteht aus zwei Reagenzen, zum einen aus Luminol und zum anderen aus stabiler Peroxidlösung (Meer-
rettichperoxidase), von denen jeweils 1ml vor der Zugabe auf die Membran in einem Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß miteinander vermischt wurden. Der Sekundärantikörper bindet daraufhin kovalent 
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an die Meerrettichperoxidase, welche Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu 3-Aminoph-
talat oxidiert. Dieses emittiert Licht bei einer Wellenlänge von 425nm und kann mit Hilfe des Imager-
Systems detektiert werden.  
 
5.2.4 sPD-L1 ELISA und Gewinnung von PD-L1-mRNA aus Blutproben  
5.2.4.1 Probengewinnung aus den Zellkulturüberständen 
Vor der RNA- oder Proteinisolation die Asservierung von 1ml Nährlösungsüberstand, um diesen später 
für den sPD-L1 Sandwich-ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay) verwenden zu können.  
Hierzu wurden zunächst tote Zellen im Überstand für 10 Minuten bei 1.200 RPM und 4°C abzentrifu-
giert. Der Überstand wurde dann in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt, für 20 Minuten bei 4.000 
RPM und 4°C zentrifugiert, in ein neues Mikroreaktionsgefäß gegeben und bei -80°C eingefroren. 
 
5.2.4.2 Probengewinnung aus Patientenblut 
Zusätzlich wurden Blutproben von Patienten vor und nach Tumorresektion asserviert. Es erging unter 
dem Aktenzeichen 125/16 ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der Philipps-Universität Mar-
burg zur Durchführung dieser Studie. Nach ausführlicher Aufklärung wurde eine schriftliche Einwilli-
gungserklärung von allen Patienten eingeholt. Die Blutabnahmen erfolgten im Rahmen der zur 
Behandlung notwendigen routinemäßig durchgeführten Blutabnahmen. Der Zeitraum zwischen prä- und 
postoperativ gewonnenen Proben war mindestens 8 Tage, maximal 57 Tage und im Median 15 Tage. 
Insgesamt wurden 62 Patienten im Zeitraum von Dezember 2016 bis April 2019 eingeschlossen (Tab. 
20).  
 
Tabelle 20: Alters- und Geschlechterverteilung der eingeschlossenen Patienten (Mittelwert, Standardabweichung) 
 
Alle Patienten 
(n = 62) 
Blutproben 
prä- vs. post- 
Tumorresektion 
(n = 17) 
 
Alter (Jahre) 
65,4 ± 11,6 
(Min. 25, Max. 82) 
68,2 ± 10,2 
(Min. 46, Max. 82) 
 
Geschlecht (♂/ ♀) 
♂ = 37 (59,7%) 
♀ = 25 (40,3%) 
♂ = 11 (64,7 %) 




Neben den bei jeder Blutabnahme routinemäßig bestimmten Laborparametern wurde zusätzlich ein 
Blutserum-Röhrchen abgenommen, um hieraus mittels ELISA die Menge an sPD-L1 bestimmen zu 
können. Die unterschiedlichen Werte für n lassen sich dadurch erklären, dass nicht von allen Patienten 
komplette Probensätze asserviert wurden. 
Um PD-L1-mRNA aus Vollblut zu bestimmen, wurde das „PAXgene-Blood-RNA“-Kit der Firma Pre-
AnalytiX verwendet. Die Blutabnahme erfolgte direkt in die im Kit mitgelieferten „PAXgene Blood 
RNA“-Röhrchen, welche ein Blutvolumen von 2,5ml fassen. Die in den Röhrchen enthaltene Reagenz 
lysiert daraufhin die Blutzellen und stabilisiert intrazelluläre RNA. Die Blutproben wurden bis zu 48 
Stunden bei Raumtemperatur und anschließend bei -80°C gelagert oder direkt nach Abnahme weiter-
verarbeitet. Vor der Weiterverarbeitung der Proben erfolgte nach dem Auftauen eine mindestens zwei 
Stunden dauernde Inkubation der Probe bei Raumtemperatur, um eine vollständige Lyse der Zellen zu 
gewährleisten. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation der Proben für 10 Minuten bei 4000 RPM bei 
Raumtemperatur. Nach Abpipettieren des Überstands wurden die Proben mit 4ml Aqua dest. resuspen-
diert, auf dem Vortexer mit der Pellet vermischt und erneut für 10 Minuten bei 4000 RPM und Raum-
temperatur abzentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend verworfen und das Pellet mit 350µl des 
mitgelieferten BM1-Puffers auf dem Vortexer resuspendiert und in 1,5ml-Mikroreaktionsgefäße über-
führt. Im nächsten Schritt wurden 300µl des BM2-Puffers und 40µl Proteinase K zugefügt, mit der 
Probe vermischt und für 10 Minuten bei 55°C inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch in eine 
„PAXgene-Shredder-spin-column (violett)“, die in einem 2ml Röhrchen platziert war, gegeben und für 
3 Minuten bei 13.000 RPM zentrifugiert. Der Überstand wurde dann in ein neues 1,5ml-Mikroreakti-
onsgefäß überführt und mit 700µl 100-prozentigem Isopropanol auf dem Vortexer vermischt. 700µl 
hiervon wurden darauf in eine „PAXgene-Shredder-spin-column (rot)“ gegeben, die ebenfalls in einem 
2ml Röhrchen platziert war, und für eine Minute bei 13.000 RPM und 4°C zentrifugiert. Die „PAXgene-
Shredder-spin-column (rot)“ wurde dann in ein neues 2ml Röhrchen gegeben. Dieser Schritt wurde mit 
der verbliebenen Probe wiederholt.  
Im nächsten Schritt wurden 350µl BM3-Puffer, welcher zuvor mit Ethanol verdünnt wurde, hinzugege-
ben und für 15 Sekunden bei 13.000 RPM bei 4°C zentrifugiert. Die „PAXgene-Shredder-spin-column 
(rot)“ wurde daraufhin in ein neues 2ml Röhrchen gegeben. Als nächstes wurden 10µl DNase-Lösung 
mit 70µl RDD-Puffer vermischt und gemeinsam auf die Membran der „PAXgene-Shredder-spin-co-
lumn (rot)“ gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden erneut 
350µl BM3-Puffer hinzugegeben, es erfolgte dann eine Zentrifugation für 15 Sekunden bei 13.000 RPM 
und 4°C. Erneut wurde die „PAXgene-Shredder-spin-column (rot)“ in ein neues 2ml Röhrchen über-
führt und der Durchfluss verworfen. Nach Zugabe von 500µl BM4-Puffer wurde der letzte Schritt 2-
malig wiederholt, wobei beim letzten Schritt für 2 Minuten zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde 
verworfen, die „PAXgene-Shredder-spin-column (rot)“ in ein neues Röhrchen gegeben und dieses für 
1 Minute bei 13.000 RPM und 4°C zentrifugiert. Die „PAXgene-Shredder-spin-column (rot)“ wurde 
dann, nachdem der Durchfluss verworfen wurde, in ein 1,5ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. Hierzu 
 64 
wurden 40µl BR5-Puffer gegeben und das Reaktionsgefäß für 1 Minute bei 13.000 RPM und 4°C zent-
rifugiert. Dieser Schritt wurde einmalig wiederholt. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 65°C für 
5 Minuten und daraufhin ein umgehendes Kühlen der Probe auf Eis. Die Probe wurde anschließend zur 
weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.  
 
5.2.4.3 Durchführung des ELISA 
Zur Bestimmung von sPD-L1 aus Zellkulturüberständen und aus Blutserum wurde das „Human/Cy-
nomolgus Monkey PD-L1/B7-H1 Quantikine ELISA-Kit“ von R&D-Systems verwendet. Die in diesem 
Kit enthaltene Mikroplatte wurde in den einzelnen Wells bereits mit einem für PD-L1 spezifischen mo-
noklonalen Antikörper beschichtet. In jedes Well wurden 50µl mitgeliefertes RD1-41-Verdünnungsmit-
tel gegeben. Anschließend wurden 100µl Standard, Kontrollprobe, Zellkulturüberstand oder Blutserum 
zu den entsprechenden Wells hinzugefügt. Nach der Abdeckung mit Folie folgte eine Inkubation für 2 
Stunden bei Raumtemperatur auf der Schüttelplatte. Dabei wird jegliches vorhandene PD-L1 in dieser 
Zeit durch den immobilen Antikörper gebunden. Daraufhin wurden ungebundene Substanzen mit je-
weils 400µl mitgeliefertem Waschpuffer aus dem Well ausgewaschen, wobei dies insgesamt 4-malig 
wiederholt wurde. Nach der Entfernung sämtlicher Reste des Waschpuffers wurden jedem Well 200µl 
eines Konjugats hinzugefügt, welches enzymgebundene polyklonale Antikörper enthält, die spezifisch 
an PD-L1 binden. Die Mikroplatte wurde sodann wieder abgedeckt und für 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur auf der Schüttelplatte inkubiert. Hieran schlossen sich vier weitere Waschschritte wie oben be-
schrieben an. Jeglicher verbliebener Waschpuffer wurde entfernt und in jedes Well 200µl Substrat-
Lösung pipettiert und für 30 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei wird das 
enthaltene Substrat umgesetzt, was sich in einem Farbumschlag je nach Höhe der Menge an PD-L1 
bemerkbar macht. Im Anschluss wurde in jedes Well 50µl Stopp-Lösung gegeben. Daraufhin erfolgte 
eine densiometrische Messung der unterschiedlichen Absorptionen im Mikroplattenleser. Die Absorp-
tionsmessung wurde bei einer Wellenlänge von 570nm durchgeführt, die Berechnung der Standardkurve 
und der Proteinkonzentrationen erfolgte automatisch durch die mitgelieferte Software. 
 
5.2.4.4 Auswertung der Ergebnisse 
Die Analyse der Korrelation zwischen PD-L1-mRNA und sPD-L1 sowie zwischen dem Entzündungs-
marker C-reaktives Protein (CRP) und sPD-L1 erfolgte mittels Pearson-Test. Der Vergleich der sPD-
L1- und CRP-Werte vor und nach Tumorresektion erfolgte mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Die 
jeweilige Anzahl der Patienten ist in den entsprechenden Abbildungen vermerkt. Die Datenanalyse und 






6.1 Regulation von PD-L1 in RCC-Zelllinien 
Es wurden zwei ccRCC-Zelllinien (CaKi-1 und A-498), eine unbestimmte RCC-Zelllinie (Cal-54) und 
eine pRCC-Zelllinie (CaKi-2) auf das Vorhandensein von PD-L1, PD-L2 und weiterer kritischer Medi-
atoren des IFN-γ-Signalwegs untersucht. Es konnte mRNA von PD-L1, PD-L2, IFN-γR1, IFN-γR2, 
IRF1, STAT1, JAK1 und JAK2 nachgewiesen werden, mit der Ausnahme von PD-L2-mRNA, welche 
sich nicht bei CaKi-2-Zellen nachweisen ließ. mRNA von PD-L1, PD-L2, JAK2, STAT1 und IRF1 
wurden durch die Zugabe von IFN-γ bei den Zelllinien CaKi-1, A-498 und Cal-54 induziert, jedoch 
nicht bei CaKi-2 Zellen. Die Regulation von PD-L1 mRNA war kongruent zur Regulation von 
CXCL10-mRNA (engl.: C-X-C motif chemokine 10), eines typischen Chemokin-Zielgens von IFN-γ 
(Abb. 7). 
 
Abbildung 7: mRNA-Spiegel (ΔCt) für PD-L1, PD-L2, CXCL10, JAK1, JAK2, STAT1, IRF1, IFN-γR1, IFN-γR2 in Kontroll-
zellen (- con) und mit IFN-γ (+IFNG, 10ng/ml für 24h) behandelten Zellen; Box-Plots zeigen Mittelwerte mit error-bars kor-
respondierend zu Minimal- und Maximalwerten (n=3); nd: unter Nachweisgrenze; Die Induktion von PD-L1-mRNA durch 
IFN-γ ist außer bei CaKi-2-Zellen (grau unterlegt) signifikant erhöht (Mann-Whitney-Test p<0,05; Hänze et al., 2020) 
Damit übereinstimmend zeigte sich auch auf Proteinebene eine ausgeprägte Induktion von PD-L1 in 
den Zelllinien CaKi-1, A-498 und Cal-54, nicht jedoch bei CaKi-2-Zellen. PD-L2 wurde durch IFN-γ 
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in den Zelllinien CaKi-1 und A-498, aber nicht in CaKi-2 und Cal-54 induziert. Eine durch IFN-γ aus-
gelöste Phosphorylierung von JAK2 (Phospho-JAK2) und JAK1 (Phospho-JAK1) als eine off-on-Ant-
wort zeigte sich bei CaKi-1, A-498 und bei Cal-54-Zellen. Bei CaKi-2-Zellen war weder P-JAK1 noch 
P-JAK2 nachzuweisen. Die nicht-phosphorylierte Form von JAK1 blieb bei CaKi-1 und Cal-54 Zellen 
unverändert, war bei CaKi-2 Zellen nicht nachzuweisen und wurde bei A-498-Zellen durch IFN-γ indu-
ziert. Die nicht-phosphorylierte Form von JAK2 schien in den Zellen, die auf IFN-γ ansprachen, nur 
geringfügig induziert. Der Transkriptionsfaktor IRF1 war durch IFN-γ nur in den Zelllinien CaKi-1, 
Cal-54 und A-498 induzierbar, nicht bei CaKi-2-Zellen (Abb. 8). 
 
 
Abbildung 8:Western-Blot Analyse von Kontrollzellen (con) und mit IFN-γ (+IFNG, 10ng/ml für 24h) behandelten Zellen mit 
Antikörpern für PD-L1, PD-L2, p-JAK2, JAK2, p-JAK1, JAK1, IRF1 und zytoplasmatisches β-Actin. Molekulargewichte: 
PD-L1 ~50kd; PD-L2 ~50kd; Phospho-(P)-JAK2 ~125kd; JAK2 ~125kd; Phospho-(P)-JAK1 ~130kd; JAK1 ~130kd; IRF1 
~48kd; STAT1 ~90kd; β-Actin ~43kd (Hänze et al., 2020) 
 67 
6.2 Etablierung des knock-downs von PD-L1 durch siRNA bei CaKi-1-Zellen: Effekte auf 
PD-L1 und sPD-L1 
Nach Induktion von PD-L1 durch die Zugabe von IFN-γ wurde diese Induktion durch Transfektion von 
siRNA komplementär zu PD-L1 gehemmt, sodass ein geringerer Anteil an PD-L1-mRNA zu PD-L1 
übersetzt wurde.  
 
Abbildung 9: Effekt der Transfektion von PD-L1-siRNA bei CaKi-1-Zellen vor und nach Induktion von PD-L1 durch  Zugabe 
von IFN-γ und IL-2 A) auf Proteinebene im Western Blot. Molekulargewichte: PD-L1 ~50kd; β-Actin ~43kd B) auf sPD-L1 
(pg/ml) aus Zellkulturüberständen; 2-Faktoren Varianzanalyse (siPD-L1: f=34,86, p=<0,0001; IFN-γ: f=4,97, p=0,0154; 
Interaktion: f=2,54, p=0,0769) 
 
Dieser auf Proteinebene beobachtete inhibierende Effekt auf PD-L1 durch die Transfektion von siRNA 
war analog dazu im ELISA aus Zellkulturüberständen nachzuvollziehen. So war die Menge an sPD-L1 
nach Transfektion etwa um ein Drittel geringer als die Menge an sPD-L1 in den Kontrollproben, welche 
ebenfalls mit IFN-γ behandelt wurden (Abb. 9).  
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6.3 Konstitutive und induzierbare Expression von PD-L1 bei CaKi-1- und CaKi-2-Zellen  
 
Abbildung 10: Vergleich zwischen CaKi-1- und CaKi-2-Zellen hinsichtlich ihrer IL-2- und IFN-γ-abhängigen Induktion von 
PD-L1 und PD-L2. A) Proteinnachweis im Western Blot; Molekulargewichte: PD-L1 ~50kd; PD-L2 ~50kd; β-Actin ~43kd;  
B) Nachweis von sPD-L1 (pg/ml) aus Zellkulturüberständen. Die Induktion von sPD-L1 durch IFN-γ bei CaKi-1-Zellen ist 
signifikant (Mann-Whitney-Test p<0,05). 
 
Die verschiedenen Expressionsmuster der zu untersuchenden Immuncheckpoint-Komponenten wurden 
an den RCC Zelllinien CaKi-1 und CaKi-2 im Western Blot mit und ohne die Zugabe der Zytokine IFN-
γ und IL-2 untersucht (Abb. 10 A). Während eine IFN-γ-abhängige Induktion von PD-L1 bereits be-
schrieben wurde, sollte hierbei eine mögliche Induktion durch IL-2 überprüft werden. Weiterhin erfolgte 
die Bestimmung von sPD-L1 mittels ELISA aus Zellkulturüberständen (Abb. 10 B). Die Inkubation 
erfolgte jeweils für 24 Stunden. 
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Sowohl CaKi-1 als auch CaKi-2-Zellen exprimieren konstitutiv PD-L1, CaKi-1-Zellen zudem PD-L2. 
Durch Zugabe von IFN-γ lässt sich bei CaKi-1-Zellen, im Gegensatz zu CaKi-2 Zellen, die Expression 
von PD-L1 und PD-L2 stark induzieren. Die mittels ELISA detektierten Mengen an sPD-L1 in Zellkul-
turüberständen zeigten kongruente Ergebnisse, wobei CaKi-2-Zellen kaum sPD-L1 sezernierten.  
 
6.4 Nachweis von sPD-L1 im Blut von RCC-Patienten prä-post Tumorresektion 
Um die Auswirkungen einer Tumorresektion auf sPD-L1-Spiegel sowie mögliche Korrelationen zwi-
schen PD-L1-mRNA- und sPD-L1-Spiegeln im Blut und dem Erkrankungsstadium bzw. dem Erkran-
kungsausmaß identifizieren zu können, wurden bei Patienten sowohl vor als auch nach 
Tumornephrektomie Blutproben gewonnen und neben Standardlaborparametern mittels ELISA aus dem 
Blutserum auf sPD-L1 hin untersucht (Tab. 21). Die unterschiedliche Anzahl an Patienten erklärt sich 
dadurch, dass nicht von allen Patienten vollständige Probensätze gesammelt werden konnten. Nach 
Nephrektomie zeigte sich der sPD-L1-Spiegel im Serum im Vergleich zu den präoperativ gewonnenen 
Blutproben der jeweils gleichen Patienten deutlich erhöht. Der Entzündungsmarker CRP zeigte sich in 
den postoperativen Blutproben im Vergleich zu den präoperativen ebenfalls signifikant erhöht (Tab. 21; 
Abb. 11).  
 
Tabelle 21: sPD-L1 und CRP prä- vs. post-Tumorresektion (Mittelwert, Standardabweichung, p, Wilcoxon-Test) 
 
Präoperativ Postoperativ p 
sPD-L1 (pg/ml) 
n = 17 
76,0 ± 32,1 
(Min. 40,1; Max. 157,7) 
107,2 ± 32,1 
(Min. 51,6; Max. 186,3) 
<0,0001 
CRP (ng/ml) 
n = 17 
18,1 ± 24,6 
(Min. 0,4; Max. 86,6) 
59,6 ± 42,5 







Abbildung 11: Nachweis von sPD-L1 und CRP prä- und post-Tumorresektion 
 
Die sPD-L1-Spiegel im Serum korrelierten signifikant mit den CRP-Werten (R = 0,53; p = <0,0001; 
n=62). Zusätzlich zeigte sich eine mäßige Korrelation zwischen den sPD-L1-Spiegeln und den mit aus 
Vollblut bestimmten Spiegeln von PD-L1-mRNA (R = 0,27; p = 0,0312; n = 62). Zur Ermittlung dieser 




Abbildung 12: Korrelation zwischen sPD-L1 und CRP sowie zwischen sPD-L1 und PD-L1-mRNA 
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6.5 Interleukin-6 bei CaKi-1- und HepG2-Zellen 
Da der Entzündungsmarker CRP maßgeblich von Hepatozyten nach Stimulation mit Interleukin-6 (IL-
6) synthetisiert wird und eine Korrelation zwischen CRP und PD-L1 nach Tumorresektion gezeigt wer-
den konnte, wurde eine mögliche Induktion von PD-L1 durch IL-6 im Zellversuch an CaKi-1-Zellen 
und an der HCC-Zelllinie HepG2 überprüft. Neben der Kontrollprobe ohne Zugabe von Zytokinen 
wurde zudem eine IFN-γ-Kontrolle durchgeführt, da eine Induktion von PD-L1 durch IFN-γ bei CaKi-
1-Zellen zuvor bereits gezeigt werden konnte. Die Menge an PD-L1-mRNA wurde mittels PCR be-
stimmt, die Menge an PD-L1-Protein wurde im Western Blot detektiert. Aus den gewonnen Nährlö-
sungsüberständen wurde die Menge an sPD-L1 mittels ELISA bestimmt.  
Für keine der beiden untersuchten Zelllinien konnte auf mRNA- oder auf Proteinebene ein Effekt auf 
PD-L1 durch die Zugabe von IL-6 nachgewiesen werden. CaKi-1-Zellen exprimieren sowohl auf 
mRNA- als auch auf Proteinebene größere basale Mengen an PD-L1 als HepG2-Zellen. Die im Zell-
überstand bestimmten Mengen an sPD-L1 waren ebenfalls in den Kontrollzellen und den mit IL-6 be-
handelten Zellen bei CaKi-1-Zellen größer als bei HepG2-Zellen. Bei den Kontrollzellen waren 
geringfügig höhere Spiegel an sPD-L1 aus den Zellkulturüberständen nachzuweisen als bei den mit IL-
6 stimulierten Zellen. Die in den vorigen Kapiteln bereits beschriebene Induktion von PD-L1 durch 
Zugabe von IFN-γ bei CaKi-1 Zellen konnte hier erneut reproduziert werden. Sie zeigte sich ebenfalls 
bei den untersuchten HepG2-Zellen, sowohl in Bezug auf mRNA und Proteinspiegel als auch für sPD-
L1 aus Zellkulturüberständen, wobei der Effekt etwas schwächer ausgeprägt war als bei CaKi-1-Zellen 
(Abb. 13).  
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Abbildung 13: PD-L1 bei CaKi-1- und bei HepG2-Zellen nach Zugabe von IL-6 und IFN-γ. A) Proteinnachweis im Western 
Blot; Molekulargewichte: PD-L1 ~50kd; β-Actin ~43kd. B) PD-L1-mRNA in der rt-PCR. Die Induktion von PD-L1-mRNA 
durch IFN-γ ist signifikant (Mann-Whitney-Test p<0,05); Box-Plots zeigen Mittelwerte mit error-bars korrespondierend zu 
Minimal- und Maximalwerten (n=3). C) Nachweis von sPD-L1 (pg/ml) aus Zellkulturüberständen. Die Induktion von sPD-L1 




Für Patienten, welche an einer metastasiertem Tumorerkrankung leiden, waren und sind die zur Verfü-
gung stehenden Therapien stark limitiert und damit einhergehend die Lebensqualität und die Lebenser-
wartung zumeist deutlich herabgesetzt. Während sich die Therapieoptionen häufig auf unspezifische 
und nebenwirkungsreiche Chemo- und Immuntherapeutika oder Strahlentherapien beschränkten, wel-
che das Leben der Patienten oft nur geringfügig verlängern konnten und einen nachteiligen Einfluss auf 
die Lebensqualität hatten, gelang es mit der Einführung der Immuncheckpoint-Inhibitoren, eine für eine 
relevante Anzahl an Patienten verträglichere und wirksamere Therapiemöglichkeit zu etablieren. Die 
Verleihung des Nobelpreises für Physiologie oder Medizin an J.P. Allison und T. Honjo im Jahr 2018 
für die Entdeckung und Erforschung der Immuncheckpoint-Inhibitoren scheint vor dem Hintergrund 
dieses Paradigmenwechsels in der Onkologie mehr als folgerichtig (Braun et al., 2020). Nach der ersten 
Zulassung eines Immuncheckpoint-Inhibitors zur Therapie des metastasierten malignen Melanoms 2011 
(Ipilimumab) folgte 2014 die Zulassung von Pembrolizumab und Nivolumab, welche 2015 zudem zur 
Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC, engl.: non small cell lung carcinoma) zuge-
lassen wurde. Ebenfalls im Jahr 2015 erfolgte die Zulassung von Nivolumab zur Therapie des chemo- 
und strahlenresistenten RCC. In den nächsten Jahren folgten Zulassungen von Immuncheckpoint-Inhi-
bitoren für zahlreiche weitere Tumorentitäten, im Jahr 2019 wurden schließlich Pembrolizumab und 
Avelumab zur Therapie des RCC zugelassen (Schardt, 2020). Trotz der klaren Evidenzlage zugunsten 
der Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren zeigt sich ein heterogenes Ansprechen der einzelnen 
Patienten, weswegen in dieser Arbeit die Regulation des PD-1/PD-L1-Systems bei RCCs auf unter-
schiedlichen Ebenen untersucht wurde, um Gründe hierfür identifizieren zu können. Die Beobachtungen 
lassen sich im Wesentlichen in folgenden Punkten zusammenfassen: 
 
Es konnte gezeigt werden, dass sich RCC-Subtypen in Hinblick auf das IFN-γ abhängige Signaling und 
die daraus resultierende Induktion von PD-L1 unterscheiden. Bei Zellversuchen mit ccRCC-Zelllinien 
konnte PD-L1 durch Zugabe von IFN-γ induziert werden, wohingegen dies bei der untersuchten pRCC-
Zelllinie nicht möglich war. Diese Induktion zeigte sich auch für die in die Zellkulturüberstände abge-
gebene lösliche Form von PD-L1, sPD-L1.  
 
Ebenfalls in der Zellkultur konnte ein knock-down von PD-L1 durch Transfektion von siRNA bei einer 
ccRCC-Zelllinie erreicht werden, was insbesondere auch in einer deutlichen Inhibition der löslichen 
Form von PD-L1 resultierte. Dies lässt auf eine direkte Verbindung zwischen zellulärem PD-L1 und 
sPD-L1 schließen.  
 
Durch die Bestimmung von sPD-L1 aus dem Blutserum von Patienten mit RCC vor und nach Tumor-
resektion konnte eine Korrelation zwischen sPD-L1 und dem Entzündungsmarker CRP nachgewiesen 
werden. Zudem zeigte sich eine moderate Korrelation zwischen sPD-L1 im Serum und PD-L1-mRNA 
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bestimmt aus Vollblut. Da die Werte für sPD-L1 postoperativ anstiegen, scheint die Rationale für sPD-
L1 als Tumormarker im Blutserum nicht direkt gegeben; sPD-L1 im Blut ist offenbar auf verschiedenen 
Ebenen mit nicht klarem Ursprung reguliert. 
 
Da der Entzündungsmarker CRP maßgeblich von Hepatozyten nach Stimulation mit IL-6 synthetisiert 
wird und wie oben beschrieben eine Korrelation zwischen CRP und sPD-L1 aus Patientenblutproben 
gezeigt werden konnte, wurde im Zellversuch überprüft, ob IL-6 die Bildung von PD-L1 induzieren 
kann. Dies ließ sich weder für die untersuchte ccRCC-Zelllinie CaKi-1 noch für die HCC-Zelllinie 
HepG2 bestätigen. 
 
7.1 IFN-γ-abhängige Induktion von PD-L1 bei RCC-Zelllinien 
Die Interaktion zwischen PD-L1 und seinem korrespondierendem Rezeptor PD-1 führt zu einer drasti-
schen Inhibition der T-Zell-Funktion bis hin zur Apoptose der T-Zellen. Durch die gesteigerte Expres-
sion von PD-L1 sind Tumorzellen somit dazu in der Lage, der Immunantwort zu entgehen. Diese 
Immunevasion erschwert die Therapie und geht mit einer schlechten Prognose einher (Wherry & 
Kurachi, 2015). Aus diesem Grund könnte die Expression von PD-L1 als Biomarker dienen, um den 
Effekt einer Immuncheckpoint-Inhibition vorherzusagen und zu bewerten. Trotz dessen wird die Aus-
wirkung der Expression von PD-L1 auf die Prognose von Patienten mit RCC bis zum heutigen Tag 
kontrovers diskutiert. Einige Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen hohen Expressions-
spiegeln von PD-L1 und größeren Tumoren, schlechteren histologischen Gradings, fortgeschrittenen 
TNM-Stadien und entsprechend einem erhöhtem Risiko, daran zu versterben (Iacovelli et al., 2016; Xu 
et al., 2015). Im Gegensatz dazu berichten andere Studien von einer Assoziation niedriger PD-L1-
mRNA-Spiegel mit höheren Tumorstadien, schlechteren histologischen Gradings und höheren Metas-
tasierugsraten (Ning et al., 2016).  
 
Ähnliches konnte bereits für diverse andere Tumorentitäten beobachtet werden. So waren beim Harn-
blasenkarzinom bei Patienten, welche weder anti-PD-L1-Antikörper noch anti-PD-1-Antikörper erhiel-
ten, erhöhte PD-L1-mRNA-Spiegel mit verlängertem Überleben assoziiert (Breyer et al., 2018). Beim 
Mammakarzinom waren hohe PD-L1-mRNA-Spiegel mit gesteigerten Ansprechraten auf Chemothera-
pien assoziiert und wurden als Biomarker für eine antitumorale Immunantwort vorgeschlagen (Denkert 
et al., 2015; Bertucci et al., 2015). Patienten, welche an einem malignen Melanom litten und nicht auf 
eine Therapie mit CTLA-4-Inhibitoren ansprachen, zeigten ein gestörtes IFN-γ-Signaling (Gao et al., 
2016). Analog hierzu waren loss-of-function-Mutationen in den für JAK1 und JAK2 kodierenden Ge-
nen, welche ein normales IFN-γ-Signaling verhinderten, sowohl mit primärer (Shin et al., 2017) als auch 
mit erworbener (Zaretsky et al., 2016) Resistenz gegenüber einer PD-1-/PD-L1-basierten Immuncheck-
point-Inhibitor Therapie assoziiert. Umgekehrt führte eine gleichzeitige Amplifikation von PD-L1/PD-
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L2 und JAK2, welche ein verstärktes IFN-γ-Signaling bewirkte, zu einem gesteigerten Ansprechen ge-
genüber Immuncheckpoint-Blockade bei Patienten mit Hodgkin-Lymphom (Ansell et al., 2015; Sharma 
et al., 2017). 
Ebenso wie PD-L1-mRNA-Spiegel wurde durch immunhistochemische Detektionsverfahren die PD-L1 
Proteinexpression als prognostischer Marker bei diversen Malignitäten untersucht (Teng et al., 2015). 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen unterschieden sich jedoch insoweit von den oben beschriebenen 
Erkenntnissen in Bezug auf die PD-L1-mRNA-Spiegel, als dass eine größere Menge an nachgewiese-
nem PD-L1 Protein mit verkürztem Überleben bei verschiedenen Tumorentitäten, unter anderem beim 
RCC, unabhängig von der angewandten Therapie, assoziiert war (McDermott, Huseni et al., 2018). 
Auch beim malignen Melanom war ein hoher PD-L1 Protein-Score mit einem verkürzten Überleben 
assoziiert (Benci et al., 2016). Große Mengen an PD-L1 Protein in Tumorzellen oder Makrophagen 
konnten mit einem schlechteren Outcome in Verbindung gebracht werden und das knock-out von PD-
L1 oder des IFN-γ-Signalings über STAT1 im Mausmodell verlängerten das Überleben (Benci et al., 
2016).  
Diese vermeintlich gegensätzlichen Erkenntnisse lassen sich dadurch erklären, dass PD-L1 Proteinspie-
gel und PD-L1-mRNA-Spiegel nicht miteinander übereinstimmen. Grund hierfür ist, dass zahlreiche 
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen für PD-L1 existieren. Hierzu zählen unter anderen Sig-
nalproteine wie PBRM1, CMTM4, CMTM6 (engl.: Chemokine-Like factor super family-like MAR-
VEL transmembrane domain), Ras, MEK und ERK, welche PD-L1 im Anschluss an die Transkription 
verändern (Burr et al., 2017; Glodde & Hölzel, 2017; Coelho et al., 2017). Weiterhin könnten mikro-
RNAs wie mir-155 und mir-513 zur Regulation beitragen (Gong, A.-Y. et al., 2009; Yee et al., 2017). 
Auf Grund dieser posttranskriptionellen Veränderungen könnte der PD-L1-mRNA-Spiegel die 
tatsächliche Induktion von PD-L1 als Konsequenz der Antigenerkennung durch die T-Zelle besser ab-
bilden als der PD-L1 Proteinspiegel. Nichtsdestotrotz erlaubt die Bestimmung von mRNA-Spiegeln aus 
Tumorgewebe-Homogenisaten keine Unterscheidung der Expression von Tumorzellen, Immunzellen 
oder anderen Zellen des umgebenden Gewebes.  
In der von Ning et al. 2016 durchgeführten GSEA (engl.: gene set enrichment analysis) zeigte sich PD-
L1 als unabhängiger prognostischer Faktor für an einem ccRCC erkrankte Patienten, nicht jedoch für 
Patienten, die an einem pRCC litten. Bei ccRCC-Zellen konnte zudem eine Korrelation zwischen Mu-
tationen im VHL-Gen und Expression von PD-L1 gezeigt werden, wiederum jedoch nicht bei pRCC-
Zellen (Messai et al., 2016).  
In dieser Arbeit konnte die Heterogenität der unterschiedlichen histologischen Subtypen in Zellversu-
chen in Bezug auf das IFN-γ abhängige Signaling und die daraus resultierende Induktion von PD-L1 
nachgewiesen werden. Bei den ccRCC-Zelllinien CaKi-1 und A-498 sowie bei der unbestimmten Zell-
linie Cal-54 war die Expression von PD-L1 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene durch Zugabe 
von IFN-γ massiv induzierbar, wohingegen bei der pRCC-Zelllinie CaKi-2 kein solcher Effekt zu be-
obachten war. Die Zugabe von IL-2 hatte keinen Effekt auf die Expression von PD-L1. Dies suggeriert, 
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dass PD-L1 bei den verschiedenen histologischen Subtypen unterschiedliche Rollen einnimmt und im-
pliziert, dass eine Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren nicht für alle RCC-Patienten gleicherma-
ßen zur Anwendung kommen sollte. Die Beobachtung, dass PD-L1 in CaKi-2 Zellen durch IFN-γ nicht 
induzierbar ist, entspricht einer anderen Arbeit, in der beschrieben wurde, dass bei CaKi-2 Zellen die 
IFN-γ-Signalkaskade auf einer früheren Ebene upstream von JAK nicht intakt ist (Dovhey et al, 2000). 
Das unterschiedliche Ansprechen auf IFN-γ könnte die Grundlage für die von unserer eigenen Arbeits-
gruppe (Hänze et al., 2020) und von Ning et al. 2016 beschriebenen Unterschiede in Hinblick auf das 
Überleben von RCC-Patienten in Abhängigkeit von PD-L1-mRNA-Spiegeln darstellen. So könnte die 
vermehrte Expression von PD-L1 in IFN-γ abhängigen Tumorzellen als Reaktion auf eine gesteigerte 
T-Zell-Antwort, welche im Rahmen der Antigenpräsentation und der MHC-Erkennung mit einer Aus-
schüttung von IFN-γ einhergeht, angesehen werden. Im Sinne eines negativen Rückkopplungsmecha-
nismus könnte so bei aktiver T-Zelle in diesen Tumorzellen die Freisetzung von  IFN-γ zu einer reaktiv 
gesteigerten Expression von PD-L1-mRNA führen. Eine intakte Immunantwort würde demnach für eine 
geminderte Aggressivität des Tumors sprechen, was die zunächst paradox erscheinende Korrelation 
zwischen erhöhten PD-L1-Expressionsspiegeln und verlängertem Überleben erklären könnte (Taube et 
al., 2012). Aus diesem Grund könnte der Spiegel an PD-L1-mRNA im Tumorgewebe ein günstiger 
prognostischer Faktor für diejenigen Tumoren sein, welche IFN-γ abhängig PD-L1 exprimieren.  
 
7.2 Nachweis von sPD-L1 aus Zellkulturüberständen 
Der Ursprung und die Funktion der löslichen Form von PD-L1 im Blut sind bislang nicht abschließend 
geklärt. Nachdem zuvor bereits lösliche Formen diverser Mitglieder der B7-Familie nachgewiesen wer-
den konnten (Oaks & Hallett, 2000; Simon et al., 2006), konnte im Jahr 2011 ein Sandwich-ELISA zur 
Detektion und Quantifizierung der löslichen Form von PD-L1, sPD-L1, entwickelt werden, der es er-
möglicht, sPD-L1 aus Blutserum und aus Zellkulturüberständen nachzuweisen. Die Entwickler dieses 
ELISAs konnten bereits zu diesem Zeitpunkt zeigen, dass die Produktion von sPD-L1 bei den unter-
suchten Zelllinien durch einen zelleigenen Matrix-Metalloproteinase-Inhibitor (MMPI) unterdrückt 
werden konnte und das sezernierte sPD-L1 seine Bindungsfähigkeit an den zugehörigen Rezeptor PD-
1 beibehielt (Chen, Y. et al., 2011).  
Für PD-L1 gelang zuletzt der Nachweis zahlreicher alternativer PD-L1-mRNA Splicing-Varianten 
(Gong, B. et al., 2019; Mahoney et al., 2019). Weiterhin konnten PD-L1-Isoformen, die durch endogene 
Retroelement-Exaptation entstanden, beschrieben werden (Ng et al., 2019). Diese Varianten von PD-
L1-mRNA werden in lösliche Formen von PD-L1 übersetzt. Zusätzlich zu diesen Möglichkeiten zur 
Entstehung von sPD-L1 wurde eine Abspaltung von sPD-L1 von membranständigem PD-L1 durch die 
Metalloproteinasen ADAM10 und ADAM17 (engl.: a disintegrin and metalloproteinase) beschrieben 
(Orme et al., 2020). 
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Da sPD-L1 auch aus Blutserum und bei gesunden Probanden nachgewiesen werden kann, werden neben 
Tumorzellen alternative Quellen für sPD-L1, wie beispielsweise mononukleäre Zellen des peripheren 
Blutes (PBMCs, engl.: peripheral blood mononuclear cell), vermutet (Frigola et al., 2012). 
Für die Funktion dieser löslichen Formen werden gegensätzliche Effekte auf das Überleben der Tumor-
zelle und die Interaktion zwischen Tumorzelle und Immunzelle diskutiert. So könnte sPD-L1 agonis-
tisch an von T-Zellen exprimiertes PD-1 binden und so eine ähnliche Funktion in der Unterdrückung 
der Immunantwort spielen wie die mebranständige Form von PD-L1 (Orme et al., 2020). Gleichzeitig 
wurde beschrieben, dass sPD-L1 dazu in der Lage ist, über eine direkte Induktion der Apoptose von 
CD8+ T-Zellen die gegen Tumorzellen gerichtete Immunantwort zu unterdrücken (Hassounah et al., 
2019). Zudem könnte das frei zirkulierende sPD-L1 bei Therapien mit Immuncheckpoint-Inhibitoren 
monoklonale PD-L1 Antikörper binden und somit ihre Wirkung neutralisieren (Gong, B. et al., 2019). 
Für diese Thesen spricht, dass in einigen Studien bei unterschiedlichen Tumorentitäten wie dem HCC 
oder dem extranodalen T-Zell-Lymphom hohe Spiegel von sPD-L1 im Serum mit einem verminderten 
OS assoziiert waren (Finkelmeier et al., 2016; Wang, H. et al., 2016). 
Im Gegensatz dazu wurde für die durch endogene Retroelement-Exaptation entstandenen Isoformen von 
sPD-L1 eine antagonistische Wirkung auf das interzelluläre Signaling zwischen PD-L1 und PD-1 be-
schrieben, welche die immunsupprimierende Wirkung von PD-L1 ähnlich effizient inhibiert wie ein 
gegen PD-L1 gerichteter Antikörper und somit die antitumorale Immunantwort verstärkt (Ng et al., 
2019). Dieser Effekt könnte bei einer Entzündungsreaktion relevant sein, im Rahmen derer eine ver-
stärkte Immunantwort zu einer effektiveren Bekämpfung von Antigenen, wie beispielsweise Bakterien, 
führen könnte.  
Die genaue Signalkaskade, welche die Induktion von sPD-L1 im Rahmen einer Entzündungsreaktion 
auslösen könnte, bleibt weiterhin ungeklärt. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Zellver-
suchen wurden bei ausgewählten Versuchsreihen Zellkulturüberstände asserviert, um sie mittels ELISA 
auf das Vorhandensein von sPD-L1 zu untersuchen. Da im Rahmen einer oben beschriebenen Entzün-
dungsreaktion in Hepatozyten IL-6-abhängig der Entzündungsmarker CRP gebildet wird (Sun et al., 
2011), wurde zudem eine Induktion von PD-L1-mRNA, PD-L1 und sPD-L1 durch IL-6 in einer ccRCC- 
und einer HCC-Zelllinie überprüft. 
Sowohl die untersuchte ccRCC-Zelllinie CaKi-1 als auch die pRCC-Zelllinie CaKi-2 sezernierten sPD-
L1 in den Zellkulturüberstand, CaKi-2 jedoch in deutlich geringerem Umfang. Die zuvor beschriebene 
Induktion von PD-L1 durch die Zugabe von IFN-γ auf mRNA- und Proteinebene bei CaKi-1-Zellen 
konnte auch für sPD-L1 nachgewiesen werden. Sie zeigte sich auch bei der untersuchten HCC-Zelllinie 
HepG2. Eine direkte Hochregulation von PD-L1 durch IL-6 scheint unwahrscheinlich, da sich keine 
Induktion von PD-L1, sPD-L1 oder PD-L1-mRNA durch Zugabe von rekombinantem IL-6 bei CaKi-
1- und HepG2-Zellen zeigte.  
Ein knock-down von PD-L1 mithilfe von siRNA führte nicht nur zu einer verminderten PD-L1-Protein-
expression, sondern auch zu einer geringeren Menge an sPD-L1 im Zellüberstand bei CaKi-1 Zellen. 
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Auch nach Induktion von PD-L1 durch Zugabe von IFN-γ führte der knock-down von PD-L1 durch 
siRNA zu geringeren Mengen an in den Zellkulturüberstand abgegebenem sPD-L1. Dies spricht für eine 
direkte Verbindung zwischen der zellulären und der löslichen Form von PD-L1 und unterstützt die 
These, dass sPD-L1 von der membranständigen Form abgeleitet ist.  
 
7.3 Bestimmung von PD-L1 mRNA und sPD-L1 aus Patientenblutproben 
Obwohl die Therapie mittels Immuncheckpoint-Inhibitoren mittlerweile zum Goldstandard der Erstli-
nientherapie beim metastasierten RCC gehört, kommt es bei einem Großteil der auf diese Art behandel-
ten Patienten schlussendlich zu einem Progress ihrer Erkrankung. Abgesehen davon können irAEs zu 
einer schwerwiegenden bis lebensbedrohlichen Toxizität der einzelnen Substanzen führen (Postow et 
al., 2018). Der Möglichkeit, vorherzusagen, welche Patienten am wahrscheinlichsten ein Ansprechen 
auf diese Therapien zeigen könnten, käme eine immense klinische Bedeutung bei. Trotz des beträchtli-
chen betriebenen Forschungsaufwands konnte sich bis jetzt noch keiner der untersuchten Biomarker als 
tauglich für die Praxis erweisen. Insbesondere der diagnostische Stellenwert der Expression von PD-L1 
bleibt weiterhin unklar. In einer diesbezüglich durchgeführten Metaanalyse beim RCC hatten Patienten 
mit PD-L1-negativen Tumoren unter Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren im Vergleich zur Stan-
dardtherapie kein verlängertes PFS. Patienten mit PD-L1-positiven Tumoren hingegen profitierten in 
Bezug auf das PFS von gegen das PD-L1/PD-1-System gerichteten Antikörpertherapien verglichen mit 
der Standardtherapie. Das Gesamtüberleben konnte durch die Therapie mit gegen das PD-L1/PD-1-
System gerichteten Antikörpern im Vergleich zur Standardtherapie sowohl für Patienten mit PD-L1-
positiven als auch für Patienten mit PD-L1-negativen Tumoren verlängert werden, weswegen diese The-
rapie Patienten mit PD-L1-negativen RCCs nicht vorenthalten werden sollte (Tucker & Rini, 2020). In 
Bezug auf sPD-L1 konnte bis jetzt kein Zusammenhang zwischen erhöhten Spiegeln und unterschiedli-
chen klinischen Outcomes beim ccRCC gezeigt werden, wohingegen sPD-L2 als Biomarker für ein 
Erkrankungsrezidiv diskutiert wird (Wang, Q. et al., 2019).  
Im letzten Teil dieser Arbeit wurden Blutproben von Patienten, welche in der Klinik für Urologie und 
Kinderurologie der Universitätsklinik Marburg eine Tumornephrektomie erhielten, asserviert. Die Blut-
abnahmen erfolgten sowohl vor als auch 10-14 Tage nach Nephrektomie. Neben routinemäßig bestimm-
ten Laborparametern wurden sPD-L1-Spiegel mittels ELISA aus dem Blutserum bestimmt. Weiterhin 
erfolgte die Bestimmung von PD-L1-mRNA aus Vollblut. 
Lösliches PD-L1 konnte in allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein signifi-
kanter Anstieg der sPD-L1-Spiegel in den nach der Tumorresektion gewonnenen Blutproben, verglichen 
mit den vor der Tumorresektion gewonnen Blutproben derselben Patienten. Parallel dazu wurde in den 
routinemäßig bestimmten Laborparametern ein signifikanter Anstieg des Entzündugsmarkers CRP im 
Vergleich zwischen prä- und postoperativen Blutproben derselben Patienten beobachtet. Ergänzend 
dazu fiel sodann auch eine hochsignifikante Korrelation zwischen sPD-L1 und CRP in den präoperativ 
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asservierten Blutproben auf. Zudem zeigte sich eine vergleichsweise moderate Korrelation zwischen 
sPD-L1-Spiegeln und aus Vollblut bestimmten Spiegeln von PD-L1-mRNA.  
 
Postuliert man, dass das im Blutserum detektierte sPD-L1 von Tumorzellen freigesetzt wird, so scheint 
ein Anstieg der sPD-L1-Konzentration nach Tumorresektion unschlüssig. Abgesehen von der Beobach-
tung, dass Tumorzellen in der Zellkultur sPD-L1 in den Medium-Überstand sezernieren, bleibt der Ur-
sprung von sPD-L1 ungeklärt. Die moderate Korrelation zwischen sPD-L1 und PD-L1-mRNA, 
nachgewiesen im Vollblut, könnte ein Indikator dafür sein, dass zumindest ein Teil des sPD-L1 im 
Blutserum von PBMCs abgegeben wird.   
Der parallele Anstieg von sPD-L1 und CRP nach Tumorresektion könnte zudem ein Ausdruck der durch 
die immun-modulierende Wirkung der Reduktion der Tumorzelllast durch Nephrektomie ausgelösten 
Entzündungsreaktion sein (Heng, Wells et al., 2014). Auch für das fortgeschrittene Pankreaskarzinom 
konnte gezeigt werden, dass erhöhte sPD-L1-Spiegel im Serum mit erhöhten CRP-Werten korrelierten, 
was die Autoren dieser Studie als Ausdruck der systemischen Entzündungsreaktion oder als Hinweis 
auf einen entzündlichen Tumortyp werteten (Kruger et al., 2017).  
Da der Entzündungsmarker CRP, wie oben bereits beschrieben, IL-6-abhängig in Hepatozyten gebildet 
wird (Sun et al., 2011), wurde in der Zellkultur eine mögliche Induktion von PD-L1 und sPD-L1 an 
ccRCC-Zellen und HCC-Zellen überprüft. Hierbei zeigte sich, dass die Zugabe von IL-6 zu den Zellen 
weder Einfluss auf den PD-L1-Spiegel auf mRNA- und Proteinebene noch auf die in den Zellkultur-
überstand abgegebenen Spiegel von sPD-L1 hat.  
Die Beobachtung, dass die sPD-L1-Spiegel im Serum nach Tumornephrektomie erhöht waren, spricht 
dagegen, dass sPD-L1 als Surrogat von PD-L1 im Tumor Verwendung finden sollte - zumindest, bis 
klarere Ergebnisse bezüglich der Funktion und des Entstehungsortes von sPD-L1 vorliegen. Die bis dato 
publizierten Ergebnisse könnten in Zusammenschau mit den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen 
zu der Vermutung führen, dass möglicherweise mehrere unterschiedliche Formen von sPD-L1 mit un-
terschiedlichen Entstehungsorten und mit möglicherweise gegensätzlichen Funktionen existieren. Eine 
genaue Identifikation der Funktion der löslichen Formen verschiedener Immuncheckpoint-Komponen-
ten könnte den Schlüssel zur Identifizierung von Patienten mit hohem Risiko für ein Tumorrezidiv oder 
mit schlechter Prognose darstellen. Gleichzeitig könnte ein genaueres Verständnis dieser Proteine zur 
besseren Vorhersagbarkeit der Ansprechens- und Nebenwirkungsraten von Therapien mit gegen Im-




Diese Arbeit gibt Einblicke in die Regulation von PD-L1 und sPD-L1 beim RCC. Es wurden insbeson-
dere Aspekte der Expression von PD-L1 auf den Ebenen von PD-L1-mRNA, PD-L1 Protein und der 
löslichen Form sPD-L1 mittels zellbiologischer und klinischer Untersuchungen erfasst. Direkte funkti-
onell-immunologische Aspekte von sPD-L1 beim RCC, die nur teilweise verstanden und klinisch von 
Interesse sind, wurden hier hingegen nicht untersucht.  
Hierfür könnte eine Co-Kultivierung geeigneter Tumorzellen gemeinsam mit Immunzellen (T-Lympho-
zyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten), welche die relevanten Komponenten wie PD-L1, 
IFN-γ-Signaling und andere Mediatoren exprimieren, in Betracht kommen. In solch einem System 
könnte die Mikroumgebung des Tumors in vitro abgebildet werden, um auch den Einfluss von z.B. 
rekombinantem löslichem sPD-L1 zu untersuchen.  
In direkter Ergänzung wäre von Interesse, genauer zu ermitteln, von welchen verschiedenen Prozessen 
und Bedingungen die sPD-L1-Spiegel im Blut von Patienten mit RCC beeinflusst werden. Neben der 
Tumorlast, der Expression und der Regulation von PD-L1 in den malignen Zellen scheinen inflamma-
torisch bedingte immunologische Prozesse einen erheblichen Einfluss auf sPD-L1 im Blut zu haben. 
Ein genaueres Verständnis dieser Prozesse wäre entscheidend für die Rationale von sPD-L1 als mögli-
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